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RESUMO 
O Trypanosoma cruzi é o agente causador da doença de Chagas, que continua 
sendo um importante problema de saúde pública na América Latina. Os estudos 
sobre o T. cruzi têm sido facilitados pela possibilidade de cultivo e diferenciação in 
vitro dos principais estágios evolutivos do parasita. Este trabalho aborda o estudo de 
aspectos morfológicos e moleculares da diferenciação in vitro de tripomastigotas 
metacíclicos para amastigotas (amastigogênese extracelular). Extensas mudanças 
morfológicas foram caracterizadas por microscopia óptica e eletrônica durante a 
diferenciação, como brotamento, crescimento e liberação de uma estrutura muito 
semelhante à forma amastigota, com capacidade replicativa e positiva para a 
marcação com o anticorpo α-Ssp-4 específico para amastigotas. Análises por 
espectrometria de massas mostraram que o perfil lipídico total é alterado, com 
aumento na proporção de liso-lipídios durante a diferenciação, podendo estar 
correlacionado às alterações morfológicas observadas no processo de 
amastigogênese.  Com o intuito de obter amostras enriquecidas de membrana 
plasmática, foi elaborada uma nova estratégia, baseada na interação biotina/avidina. 
Tal estratégia visou o estudo mais detalhado dos constituintes da membrana, visto 
que foi observada alteração em sua forma, sugerindo sua relevância para o 
processo de diferenciação. Foram também feitas análises do transcritoma de 
amastigotas extracelulares utilizando microarranjos de DNA, comparando-os com os 
demais estágios, principalmente tripomastigotas metacíclicos e amastigotas obtidos 
de cultura de células. Estas análises proporcionaram uma visão geral dos grupos de 
genes diferencialmente expressos entre tripomastigotas metacíclicos e amastigotas 
extracelulares, no qual se pode destacar como aumentados em amastigotas genes 
envolvidos na replicação, reparo e transcrição do DNA, e no processamento de 
RNA. Também foram detectados genes com o mesmo padrão de expressão em 
amastigotas extracelulares e amastigotas de cultura de célula, sugerindo a 
proximidade entre os dois tipos de formas replicativas intracelulares. Tais grupos 
gênicos podem ser agora melhor investigados, corroborando para a elucidação dos 
mecanismos de regulação de sua expressão, suas funções em cada estágio e sua 
importância durante a diferenciação. Os dados aqui apresentados abrem muitas 
perspectivas para a investigação da amastigogênese, um fenômeno ainda pouco 
conhecido, de vital importância para o T. cruzi e que pode conter novas informações 
para o desenvolvimento de terapias para doença de Chagas. 
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ABSTRACT 
Trypanosoma cruzi is the causative agent of Chagas’ disease, which still represents 
an important public health problem in Latin America. Studies on T. cruzi have been 
rendered feasible by the possibility to reproduce under in vitro culture conditions the 
life-cycle of the parasite. This work is focused on the description of the morphological 
and molecular changes occurring in the course of the in vitro differentiation of 
metacyclic trypomastigotes to amastigotes (extracellular amastigogenesis). The 
morphological changes have been characterized by optical and electron microscopy 
investigation during differentiation, including budding, development and release of a 
structure resembling to amastigote forms. These extracellular amastigotes are able to 
replicate and react with an antibody against the Ssp-4 antigen, which is specific for 
amastigotes. Mass-spectrometry analyses have shown total lipid profile changes 
during amastigogenesis, with an increase in lyso-lipids ratios during differentiation; 
this could be related to morphological alterations observed in the course of the 
amastigogenesis process. In order to obtain plasma membrane enriched samples, a 
new strategy was elaborated based on biotin/avidin affinity purification. The strategy 
aims to identify plasma membrane and its components, since important 
morphological changes occur during amastigogenesis which are very likely relevant 
to differentiation process. Furthermore, the transcriptome analysis of extracellular 
amastigotes is described using DNA microarrays to compare metacyclic 
trypomastigotes and cell culture derived amastigotes. These analyses allowed a 
broad comparison between metacyclic trypomastigotes and extracellular amastigotes 
differentially expressed group of genes, such as those involved in replication, 
repairing and transcription of DNA, and processing of RNA, almost all of them more 
expressed in extracellular amastigotes. Genes presenting similar expression patterns 
have been also observed in extracellular and intracellular amastigotes, suggesting 
the similarity between these developmental forms. These genes are being 
investigated in order to get further insight into the mechanisms involved in their 
expression regulation and their relevance to the differentiation process. The data 
presented herewith pave the way to investigate the amastigogenesis process, an 
important step of T. cruzi life-cycle. 
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1 INTRODUÇÃO 
1.1 A DOENÇA DE CHAGAS 
O Trypanosoma cruzi é o agente causador da doença de Chagas, 
enfermidade que acomete entre 16 e 18 milhões de pessoas no continente 
americano, sendo responsável por 21 mil mortes a cada ano, representando ainda 
um grave problema de saúde publica. Além disso, estima-se que 120 milhões de 
pessoas estejam vivendo em área de risco (http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/). 
 Essa enfermidade foi descrita pela primeira vez em 1909 por Carlos Chagas 
(Chagas, 1909), que foi enviado à frente de construção da ala mineira da estrada de 
ferro Central do Brasil, em Lassance – MG, para estudar uma doença que acometia 
os trabalhadores, incapacitando-os. De maneira notável, ele descreveu o parasita 
causador da doença, os vetores (insetos hematófagos comumente conhecidos como 
“barbeiro”), o ciclo de vida do parasita e vários aspectos epidemiológicos, clínicos e 
sociais. 
A doença de Chagas tornou-se um dos principais problemas de saúde 
pública em certas regiões do Brasil e América Latina, despertando nas autoridades 
sanitárias a necessidade de combater a transmissão com simples medidas de 
saneamento básico, como a substituição da casas de pau-a-pique, visando tornar as 
habitações menos atrativas para o “barbeiro”. A doença também começou a ser 
estudada em centros de pesquisas e universidades em todo o mundo, cujo pioneiro 
foi o Instituto Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro. Apesar dos estudos já durarem 
praticamente um século, com importantes avanços no conhecimento de vários 
aspectos da doença, ainda não se chegou a uma vacina que previna ou a um 
tratamento eficaz para a fase crônica da doença. As drogas nifurtimox e 
benzonidazol efetivamente matam o parasita presente no ser humano, mas só são 
eficazes na fase aguda (que muitas vezes passa sem ser percebida) e geram fortes 
efeitos colaterais. Os métodos de diagnósticos ainda não chegaram ao nível de 
precisão, custo e acessibilidade desejáveis. 
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Em 2005, um grupo de trabalho formado por diversos especialistas de vários 
países reuniu-se em Buenos Aires para discutir e priorizar ações relacionadas às 
seguintes áreas da doença: o ônus da doença e seus determinantes sociais; 
epidemiologia; controle de vetores; transmissão por transfusão de sangue; 
parasitologia e patogênese; diagnóstico e avaliação da infecção; descoberta e 
desenvolvimento de novos tratamentos; gerenciamento e acesso de tratamento para 
os casos de fase aguda, indeterminada e crônica da doença; e gerenciamento da 
doença de Chagas em países não-endêmicos 
(http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/swg_chagas.pdf). É fácil notar que apesar 
de todos os avanços obtidos principalmente nos últimos vinte anos, a doença de 
Chagas se revela cada vez mais desafiadora e intrigante, exigindo como nunca 
frentes multidisciplinares para ser entendida em um nível que possa ser tratada 
satisfatória e eficazmente. 
1.2 CICLO EVOLUTIVO DO Trypanosoma cruzi 
O Trypanosoma cruzi apresenta um ciclo de vida complexo que envolve 
hospedeiros mamíferos e insetos da ordem Hemiptera, família Reduviidae. Como os 
ambientes apresentados ao T. cruzi são muito diferentes em suas características 
físico-químicas, este desenvolveu ao longo da evolução estratégias que o 
habilitaram a lidar com essas diferenças. Muitas características do parasita como 
morfologia, ciclos metabólicos, expressão diferenciada de moléculas internas e de 
superfície, capacidade de infecção, de multiplicação, entre outras, devem ser 
adequadas a cada novo ambiente. Com base nestas mudanças, o T. cruzi possui em 
seu ciclo de vida três estágios evolutivos bem caracterizados: epimastigota, 
tripomastigota e amastigota. Há ainda as formas variantes, mais facilmente 
observadas durante a transição entre estágios e ainda pouco estudadas como a 
esferomastigota, tripomastigota slender e broad (revisto por De Souza, 2002) e 
epimastigote-like (Faucher et al., 1995; Almeida-de-Faria et al., 1999), para citar 
algumas. 
Como já dito, tais estágios diferenciam-se entre si segundo diversos 
conceitos, e o mais facilmente percebido ao microscópio é o morfoestrutural. Com 
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base na forma e na localização do cinetoplasto em relação ao núcleo, pode-se 
designar o parasita observado a um dos três estágios mencionados: epimastigotas, 
medindo entre 20 e 40 µm, possui a maior parte do flagelo desprendida do corpo 
celular e o cinetoplasto posicionado anteriormente em relação ao núcleo; 
tripomastigotas, medindo aproximadamente 25 µm de comprimento e 2 µm de 
diâmetro, possuem o cinetoplasto posterior ao núcleo e a maior parte do flagelo 
concorrendo ao corpo celular; amastigotas, apresentando forma arredondada e com 
flagelo muito curto, quase imperceptível, medem cerca de 5 µm de diâmetro (De 
Souza, 2002; Tyler e Engman, 2001). 
A figura 1 ilustra o ciclo de vida do T. cruzi. A contaminação de um 
mamífero, que pode ser um humano, é dada quando um inseto hematófago 
infectado da subfamília Triatomine pica o hospedeiro mamífero para se alimentar. 
Neste processo, o inseto pode defecar e urinar, depositando sobre a pele ou mucosa 
do mamífero a forma tripomastigota metacíclica, infectiva e não replicativa (). Pelo 
reflexo de coçar dos mamíferos, os tripomastigotas metacíclicos acessam mais 
facilmente a circulação sanguínea, se aderem e invadem outras células do 
hospedeiro (). Inicialmente, o parasita é mantido em um compartimento 
denominado vacúolo parasitóforo, mas em seguida, escapa deste para o citoplasma, 
onde se diferencia na forma amastigota e se multiplica por fissão binária, podendo 
tomar todo o citoplasma (). Em geral, os amastigotas se diferenciam na forma 
tripomastigota antes da célula hospedeira ser rompida pelo excesso de parasitas 
(). Assim, há o surgimento de uma forma intermediária designadas por alguns 
autores como epimastigote-like, por se assemelhar morfologicamente, e por outros 
critérios, à forma epimastigota, porém, de menor tamanho (Faucher et al., 1995; 
Almeida-de-Faria et al., 1999). 
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FIGURA 1 – ESQUEMA DO CICLO DE VIDA DO Trypanosoma cruzi 
  
FONTE: TDR/Welcome Trust (com modificações) 
 
 
Esses tripomastigotas infectam novas células dando origem a um ciclo 
particular no hospedeiro mamífero (). Eles também podem ser sugados pelo inseto 
vetor durante o repasto sangüíneo (), indo parar na porção anterior de seu 
intestino. Neste novo ambiente, os tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas 
() podendo passar pelos estágios amastigota e esferomastigota (Tyler e Engman, 
2001). Quando alcançam à porção posterior, começam a multiplicar-se por divisão 
binária (), podendo aderir-se às células intestinais via hemidesmossomos 
(Zeledon, 1997, apud De Souza, 2002). Ao chegarem à ampola retal, os 
epimastigotas aderem-se por hidrofobicidade à cutícula cerosa que recobre a parede 
desta região. Este evento tem sido considerado importante no disparo da 
metaciclogênese (Bonaldo et al., 1988; Kleffmann et al., 1998), assim como o estado 
nutricional do inseto vetor, a cepa de T. cruzi em questão, o pH e a osmolalidade do 
meio, a presença de soro de mamífero e de componentes da hemolinfa, e o AMP 
cíclico (Gonzalez-Perdomo et al., 1988). Uma vez completada a diferenciação (	), 
os tripomastigotas metacíclicos se soltam da cutícula, podendo ser eliminados na 
urina ou fezes do inseto em seu próximo repasto sangüíneo. 
Outras formas de transmissão da doença podem ocorrer em transfusão de 
sangue, transplante de órgãos, acidentes de laboratório e por via oral. Esta última 
ganhou recentemente grande notoriedade na imprensa devido à contaminação de 
 
 
 
 
 
 
  
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algumas pessoas pela ingestão de garapa no estado de Santa Catarina e de suco 
de açaí no norte do Brasil. 
1.3 CULTIVO E DIFERENCIAÇÃO DO Trypanosoma cruzi 
Os esforços para desenvolver um sistema de cultivo para o T. cruzi 
remontam a época do início do desenvolvimento de meios de cultura para os demais 
tipos celulares. Na tentativa de se cultivar epimastigotas foram empregados meios 
de cultura bifásicos cujos componentes envolviam suco de tomate, extrato de 
hemoglobina humana e plasma humano (Citri e Grossowicz, 1955, apud Shuster e 
Sullivan, 2002). Outro meio bifásico, desenvolvido por Novy e McNeal (1904, apud 
Shuster e Sullivan, 2002) para o cultivo de Trypanosoma brucei e em seguida 
modificado por Nicolle (1908, apud Shuster e Sullivan, 2002), foi o NNN. Consiste 
basicamente de agar sangue e é usado até hoje em outros tripanosomatídeos, 
incluindo Leishmania spp e T. cruzi. Outros protocolos incluíam infusão de cérebro e 
coração com sangue de ovelha (Zeledon, 1959, apud Shuster e Sullivan, 2002). 
Camargo (1964) desenvolveu um meio líquido denominado LIT (Liver Infusion 
Tryptose) em razão de seus principais constituintes, infusão de fígado e triptose. 
Este meio continua sendo amplamente utilizado, além de ter servido de base para o 
desenvolvimento de outros meios de cultura. Posteriormente, muitos dos 
componentes dos meios complexos foram sendo substituídos por outras 
formulações até se chegar a meios de cultura definidos como o AR-103 (de Azevedo 
e Roitman, 1977, apud Shuster e Sullivan, 2002). Outro meio definido foi 
desenvolvido por Ávila e colaboradores (1979) e em seguida o mesmo grupo 
desenvolveu um meio mínimo em que nem Trypanosoma rangeli, nem Leishmania 
spp cresciam, apenas o T. cruzi (Ávila et al., 1983). 
Com o propósito de se estudar a transformação de epimastigotas em 
tripomastigotas metacíclicos, foi desenvolvido, de forma pioneira, um sistema de 
diferenciação celular usando meio quimicamente definido capaz de estimular a 
metaciclogênese pela simulação das condições físico-químicas encontradas na 
porção final do intestino do inseto triatomíneo (Contreras et al., 1985).  
Epimastigotas cultivados até a fase estacionária eram submetidos a um estresse 
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nutricional e em seguida incubados no meio TAU3AAG (Triaromine Artificial Urine 
enriquecido com prolina, glutamina, aspartato, e glicose) a 28 °C. Esse sistema 
obteve grande sucesso para algumas cepas e é extensamente usado em estudos 
com o clone Dm28c, tanto para obter formas metacíclicas quanto para se estudar o 
fenômeno de metaciclogênese, usando diferentes abordagens. Outro protocolo para 
obtenção de tripomastigotas foi desenvolvido por Isola e colaboradores (1986) e 
tinha como base principal o meio Grace e extratos de intestino de triatomíneo, que 
contém fatores de disparo da metaciclogênese. Apesar de poder ser aplicado com 
sucesso em maior número de cepas de T. cruzi, é extremamente trabalhoso e a taxa 
de metaciclogênese é inferior às obtidas com o meio TAU3AAG.  
O estágio amastigota sempre foi obtido a partir da infecção de célula 
hospedeira. No início, utilizava-se o tecido hospedeiro completo, como músculo 
cardíaco de embrião de roedores (Kofoid et al., 1935, apud Shuster e Sullivan, 
2002). Posteriormente, foram testadas culturas de diferentes tecidos e espécies a 
diferentes temperaturas, para se conhecer o sistema mais eficiente. Culturas de 
músculo de pele de embrião humano a 33 °C resultara m em maior percentagem de 
células infectadas (Neva et al., 1961, apud Shuster e Sullivan, 2002). Hoje, vários 
grupos obtêm formas amastigotas a partir da infecção de culturas de células Vero. 
Um outro grupo desenvolveu um sistema livre de células cujo meio de cultura 
promovia a multiplicação de amastigotas, mas estes eram previamente obtidos em 
células Vero, purificados e transferidos para o meio L-15 de Leibovitz modificado 
(Villalta e Kierszenbaum, 1982).  
Contreras e colaboradores (2002) desenvolveram um sistema capaz de 
induzir a diferenciação em amastigotas a partir de tripomastigotas metacíclicos, sem 
a necessidade de invasão de uma célula hospedeira. Isso foi conseguido com o 
meio MEMTAU, uma combinação entre o meio MEM (Minimum Essential Medium) e 
o meio TAU3AAG, enriquecido com soro fetal bovino e cultivado a 37 °C. Mais uma 
vez, bons resultados foram obtidos com esse sistema de diferenciação que permite a 
obtenção de grandes quantidades de formas amastigotas, sem o inconveniente 
“contaminante” de restos de célula hospedeira, fundamental em alguns tipos de 
experimentos. Além disso, esse sistema possibilita o estudo mais detalhado, e sob 
diversas abordagens, da diferenciação para amastigota, estágio multiplicativo do 
parasita no hospedeiro vertebrado, entre eles o homem. 
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Alguns destes sistemas de cultivo e diferenciação podem ser considerados a 
espinha dorsal deste trabalho. Através deles é que pudemos obter as células e 
viabilizar os estudos aqui apresentados. Todo o processo de amastigogênese foi 
caracterizado por microscopia óptica, eletrônica de varredura e de transmissão. Com 
base nessas observações é que surgiu o interesse de se investigar, por 
espectrometria de massas, os perfis lipídicos durante a amastigogênese e nos 
demais estágios do T. cruzi. Todos os estágios participaram na construção de uma 
visão inicial, geral e comparativa da expressão gênica, por meio dos experimentos 
de microarranjo de DNA. Reconhecemos o grande potencial destes sistemas de 
diferenciação e cultivo, e sabemos que eles continuarão a ser o ponto de partida 
para muitos estudos no T. cruzi. 
1.4 MOLÉCULAS DO Trypanosoma cruzi ENVOLVIDAS NA INTERAÇÃO COM 
CÉLULA HOSPEDEIRA 
A fim de infectar a célula hospedeira e se multiplicar, moléculas na superfície 
do T. cruzi precisam reconhecer e se ligar a moléculas na matriz extracelular e/ou na 
superfície da célula hospedeira. Esses eventos costumam ser definidos 
simplesmente como adesão e são cruciais para que o mecanismo de invasão seja 
acionado. Como o estágio tripomastigota (com suas diferentes variantes, a saber: 
metacíclico de barbeiro; metacíclico derivado cultura de epimastigota; sangüíneo; e 
derivado infecção de cultura de células) é considerado a principal forma infectiva, e 
diferentes tipos de células do hospedeiro são passíveis de sofrer a invasão, é 
razoável pensar que haja mecanismos moleculares distintos envolvidos em cada tipo 
de interação. Tanto com o estabelecimento de metodologias de obtenção e cultivo 
do T. cruzi e seus diferentes estágios evolutivos, quanto de grandes quantidades de 
linhagens de células de mamíferos, vários aspectos desta interação foram 
caracterizados e muitos outros continuam indefinidos. Outro ponto relevante na 
interação é a cepa de T. cruzi envolvida, que pode ser muito ou pouco infectiva. 
Essa característica estabelece uma relação direta com os tipos de moléculas 
presentes em sua superfície. A descrição a seguir contempla apenas algumas 
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moléculas e vias envolvidas que consideramos importantes, pois têm sido alvos de 
extensa investigação. 
1.4.1 Glicoproteínas Ancoradas por GPI (Glicosil-fosfatidil-inositol)  
Grande parte dos mecanismos de reconhecimento e invasão da célula 
hospedeira está relacionada com o disparo de vias de sinalização que levam ao 
aumento transiente na concentração citoplasmática de cálcio, tanto no T. cruzi 
quanto na célula hospedeira. Tripomastigotas metacíclicos de cepas bem infectivas 
como a CL expressam em sua superfície uma glicoproteína de 82 kDa ancorada por 
GPI, conhecida como gp82 (Ramirez et al., 1993). Essa proteína quando interage 
com seu receptor na célula hospedeira dispara o aumento transiente de cálcio em 
ambas as células (embora com cinéticas diferentes), levando aos eventos de 
invasão (Ruiz et al., 1998; Yoshida et al., 2000). Tais eventos são prejudicados 
quando a gp82 é bloqueada por anticorpos monoclonais (Ramirez et al., 1993). A via 
de sinalização que leva ao aumento de cálcio no parasita parece contar com a 
ativação de proteínas tirosino-cinases, que fosforilam a proteína p175 (presente em 
formas infectivas), e com a ativação da via da fosfolipase C, gerando inositol 3-
fosfato que se liga aos canais de cálcio no retículo endoplasmático, liberando cálcio 
para o citoplasma. A maneira como essas vias estão relacionadas ainda é 
desconhecida, mas sabe-se que o uso de inibidores e competidores afeta o aumento 
nos níveis de cálcio no parasita e, conseqüentemente, a invasão (Yoshida et al., 
2000). 
Outro mecanismo de disparo da sinalização por cálcio é visto em cepas 
pouco infectivas, como a cepa G. Elas baseiam o processo de invasão em mais uma 
glicoproteína de superfície ancorada por GPI, a gp35/50, que também possui 
receptor na superfície da célula hospedeira (Ruiz et al., 1998). AMP cíclico parece 
estar envolvido nesta via, pois na presença de forskolina, um ativador da enzima 
adenilato ciclase, a infectividade é aumentada. Já quando o parasita é previamente 
tratado com substâncias que liberam cálcio a partir dos acidocalcisomos, a 
infectividade cai significativamente, sugerindo que o íon em questão possa vir desta 
organela (Neira et al., 2002). Tanto na invasão mediada por gp82 quanto por 
gp35/50 ainda não está claro como tais proteínas ancoradas por GPI na face externa 
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da membrana plasmática podem transmitir sinais para o interior do T. cruzi. A 
gp35/50 também é aceptora de moléculas de ácido siálico presentes no meio ou na 
superfície da célula hospedeira, pela ação de uma família de enzimas de destaque 
no T. cruzi, as trans-sialidases.  
1.4.2 Trans-sialidase e gp90 
As trans-sialidases tanto podem ser secretadas como expressas na 
superfície de tripomastigotas (Souto-Padrón et al., 1990) e são responsáveis por 
reconhecer, remover e transferir ácido siálico (Schenkman e Eichinger, 1993) de 
glicoconjugados exógenos para glicoproteínas do tipo mucinas na superfície do T. 
cruzi. As trans-sialidases podem conferir proteção contra a ação da via alternativa do 
complemento no hospedeiro mamífero, apesar de suas funções não serem ainda 
bem compreendidas. Entretanto, se por um lado há benefícios, por outro há 
limitações. Em metacíclicos da cepa G foi mostrado que a remoção do ácido siálico 
pelo tratamento com neuraminidase aumentava a adesão, a resposta ao disparo na 
via de sinalização por cálcio e a infectividade do parasita (Yoshida et al., 1997). 
Talvez esse possa ser um dos fatores de baixas taxas de infectividade por 
metacíclicos que tem na gp35/50 uma das primeiras ferramentas no disparo do 
mecanismo de invasão. Em tripomastigotas obtidos de cultura de células, a invasão 
aumentava quando a atividade da trans-sialidase era bloqueada por anticorpos 
(Cavallesco e Pereira, 1988). 
Por outro lado, resultados contraditórios foram obtidos posteriormente, 
quando subpopulações de T. cruzi que não expressavam trans-sialidases se 
mostraram menos invasivas que as que expressavam, e que tal quadro era mudado 
com a adição de trans-sialidase de T. cruzi no meio (Pereira et al., 1996). Já a 
participação do ácido siálico da célula hospedeira no processo de invasão foi 
considerada em diferentes trabalhos em que células Lec-2 (células CHO deficientes 
em acido siálico) se mostraram menos invadidas que as CHO parentais. Ao serem 
submetidas à trans-sialidase os índices de adesão e invasão eram normalizados 
(Schenkman et al., 1993; Ming et al., 1993). 
Seguindo por essa linha, outra glicoproteína ancorada por GPI (Shenckman 
et al., 1988) e expressa apenas em formas metacíclicas (Yoshida et al., 1990), a 
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gp90, parece regular negativamente a invasão. A célula hospedeira possui 
receptores específicos para a gp90 que quando são ocupados levam a ativação de 
uma proteína tirosino-fosfatase no parasita. Essa proteína desfosforila a p175, se 
contrapondo ao aumento transiente do cálcio citoplasmático e da invasão (Manque 
et al., 2003). Novamente, não se conhece como o sinal é transmitido para o interior 
do parasita, mas acredita-se que o tipo de lipídio presente na âncora de GPI possa 
estar relacionado, já que em epimastigotas trata-se principalmente de 
glicerofosfolipídio e em metacíclicos, de ceramida (Acosta-Serrano et al., 1995). 
1.4.3 Penetrina e Tc80 Prolil oligopeptidase 
A infecção de células de mamíferos em cultura tornou mais prática a 
obtenção de formas tripomastigotas, que refletiu em aumento no número de estudos 
realizados com essa fase do ciclo evolutivo, principalmente no que diz respeito à 
interação com a célula hospedeira. Tal condição é a que mais se aproxima in vitro da 
relação entre parasita e hospedeiro durante a fase crônica da doença. Nesta fase o 
T. cruzi está alojado em órgãos e para continuar seu ciclo, precisa interagir 
primeiramente com a matriz extracelular e depois com a célula propriamente dita. 
Para tal, os tripomastigotas expressam uma série de moléculas de superfície capaz 
de interagir e até hidrolisar componentes da matriz extracelular. Dentre elas, há uma 
proteína de superfície de 60 kDa chamada penetrina, que através da afinidade por 
moléculas como heparina, heparan sulfato e colágeno, promovem adesão e 
penetração dos tripomastigotas em fibroblastos (Ortega-Barria e Pereira, 1991). 
Outra proteína que interage com a matriz, hidrolizando fibronectina, é a POP 
(prolil oligopeptidase) Tc80, que parece ter influência na invasão, uma vez que o uso 
de inibidores bloqueia a entrada de tripomastigotas em células não fagocíticas de 
mamíferos. O envolvimento de componentes da matriz extracelular pôde ser visto 
com o uso de mutantes deficientes na produção de proteoglicanas, que se 
mostraram pouco infectados pelos tripomastigotas (Herrera et al., 1994). 
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1.4.4 Cruzipaína 
A principal cisteína proteinase do T. cruzi, chamada cruzipaína, é encontrada 
em todos os estágios evolutivos (Murta et al., 1990) e sua participação na invasão e 
desenvolvimento do parasita na célula hospedeira foi mostrado através do uso de 
inibidores (Meirelles et al., 1992). Quando a cruzipaína atua sobre o cininogênio (um 
substrato natural) gera a bradicinina, uma molécula reconhecida por receptores nas 
células hospedeiras. Ao serem ativados, os receptores promovem o disparo da via 
de aumento transiente de cálcio intracelular, culminando nos eventos de invasão. 
Contudo, o funcionamento desta via se mostrou dependente do tipo de célula 
hospedeira e de cepa de T. cruzi usada (Scharfestein et al., 2000). Um evento capaz 
de potencializar o efeito da cruzipaína foi atribuído à interação com moléculas 
presentes na matriz extracelular e na superfície da célula hospedeira, como o 
heparan sulfato. Experimentos com essa molécula mostraram que a cruzipaína pode 
sofrer aumento de até seis vezes em sua atividade e gerar uma quantidade 35 vezes 
maior de bradicinina (Lima et al., 2002), corroborando a idéia do envolvimento de 
componentes do hospedeiro na atividade desta enzima.  
1.4.5 Tc-Tox 
Foi verificado que o T. cruzi libera no meio de cultura um fator capaz de lisar 
eritrócitos de diferentes espécies, que é sensível a tripsina, a inibidores metabólicos 
e com atividade máxima em pH 5,5 (Andrews e Whitlow, 1989). Isso levantou a 
hipótese de que tal fator fosse ativo no interior do vacúolo parasitóforo, auxiliando na 
destruição da membrana deste e no conseqüente escape do parasita para o 
citoplasma. Ley e colaboradores (1990) mostraram, por microscopia eletrônica, que 
vacúolos parasitóforos recentemente formados, contendo tanto tripomastigotas como 
amastigotas, apresentavam pH ácido. Após duas horas de infecção, 70% dos 
parasitas encontravam-se em vacúolos parcialmente destruídos ou livres no 
citoplasma. Entretanto, quando o pH do vacúolo era elevado através da incubação 
com cloroquina, cloreto de amônio, metilamina ou monensina, o escape dos 
parasitas era drasticamente inibido (Ley et al., 1990). Posteriormente, observou-se 
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que tal fator liberado pelo T. cruzi era uma proteína que reagia com anticorpos 
contra o componente C9 do sistema complemento de humanos, passando a ser 
chamada de Tc-Tox. O mecanismo de ação desta proteína se assemelha ao de 
canais de íons transmembrana em bicamadas de fosfolipídios. A localização da Tc-
Tox no lúmen do vacúolo parasitóforo foi feita através de anticorpos monoclonais, 
sugerindo que depois de secretada pelo T. cruzi, tal proteína se incorpore à 
membrana do fagossomo, formando poros que contribuem para sua desestruturação 
e posterior escape do parasita para o citoplasma (Andrews et al., 1990). A Tc-Tox 
tem sua atividade otimizada pela ação da trans-sialidase. Esta age removendo os 
resíduos de ácido siálico das principais glicoproteínas encontradas em lisossomos 
de mamíferos, as Lgps (glicoproteínas de lisossomos), o que torna a membrana dos 
lisossomos mais exposta à Tc-Tox (Andrews, 1994).    
 
1.5 O GENOMA DO Trypanosoma cruzi 
A diversidade genética do T. cruzi tem sido observada já há algum tempo 
através de diferentes abordagens, como busca por marcadores enzimáticos, 
polimorfismos no tamanho de fragmentos de restrição do kDNA, cariótipos 
moleculares, fingerprints de DNA, entre outros (Miles, 1983; Morel et al., 1980; 
Henrikson et al., 1993; Macedo et al., 1992). Com base nestas análises, o T. cruzi 
pode ser classificado em dois grupos: os integrantes do grupo 1 estão envolvidos no 
ciclo de transmissão selvagem e na infecção de marsupiais; os do grupo 2 estão 
associados ao ciclo doméstico, transmissão e à infecção dos outros mamíferos 
(Fernandes et al. 1998, Zingales et al. 1998). Essa diversidade também se aplica à 
quantidade total de material genético, que pode variar em mais de 100% entre cepas 
e até mesmo entre clones derivados da mesma cepa (Kooy et al. 1989, Thompson e 
Dvorak 1989, McDaniel e Dvorak 1993).  
O genoma do T. cruzi é marcado por conter várias seqüências de DNA 
repetidas em tandem. Tais seqüências são compostas por genes codificadores de 
proteínas, como as que formam o glicocálice do parasita, e cuja localização pode ser 
dispersa pelo genoma e em áreas mais específicas como as regiões subteloméricas. 
Outros membros deste grupo são os genes que codificam os diferentes tipos de 
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RNA e as proteínas constitutivas (housekeeping) como histonas, tubulina, actina, 
entre outras. Seqüências repetitivas também são características para os elementos 
de transposição (como os retrotransposons), micro e minisatélites, e seqüências 
intercalantes. No genoma, há ainda aqueles genes codificadores de proteínas de 
cópia única, além de seqüências que atuam como espaçadores ou conectores. Elas 
podem estar situadas tanto entre os genes codificadores de proteínas quanto entre 
os genes codificadores de RNA. 
Além do DNA nuclear, o T. cruzi possui o DNA de sua única mitocôndria, ou 
kDNA, que forma uma estrutura celular característica da ordem Kinetoplastida, o 
cinetoplasto. Tal estrutura é composta por algumas dúzias de maxicírculos de 
aproximadamente 23 kpb e por milhares de minicírculos contendo por volta de 1,4 
kpb, todos concatenados formando uma rede complexa. O kDNA representa entre 
10 e 15% do DNA total da célula (Lukes et al., 2002; Junqueira et al., 2005). Os 
maxicírculos contêm os genes responsáveis por manter as funções da mitocôndria 
(Westemberger et al., 2006). Muitos deles sofrem regulação pós-transcricional num 
processo conhecido como edição de RNA, no qual a molécula de mRNA sofre 
adição ou deleção de uma ou mais moléculas de uridina (Simpson et al., 2004). Os 
minicírculos se encarregam de codificar os RNA guia, pequenos transcritos que 
determinam o local e o número de inserções ou deleções no processo de edição de 
RNA. Outra característica dos minicírculos é sua capacidade de se integrar ao 
genoma do hospedeiro e agir como um fator mutagênico (Teixeira et al., 1991; 
Simões-Barbosa et al., 1999), podendo estar relacionado à patologia na doença de 
Chagas (Nitz et al., 2004). 
Os cromossomos do T. cruzi têm a característica de não se condensar 
durante a divisão celular, o que inviabilizou seu estudo por métodos convencionais 
de citogenética, amplamente aplicados a eucariotos superiores. Com o 
desenvolvimento da eletroforese de campo pulsado, essa barreira foi superada, 
permitindo a separação de cromossomos inteiros. Somado a isso, a associação de 
técnicas de hibridização usando diferentes sondas de DNA permitiu a obtenção de 
cariótipos moleculares e a observação de que o tamanho, o número de bandas dos 
cromossomos e a localização dos genes nestes, variam grandemente entre cepas e 
clones de T. cruzi, evidenciando a alta plasticidade deste genoma (Gibson e Miles, 
1986; Aymerich e Goldenberg, 1989; Wagner e So, 1990; Cano et al., 1995). Essa 
  
14 
plasticidade se evidencia no caráter híbrido e aneuplóide do T. cruzi, que pode 
conferir mecanismos de sobrevivência ao estresse ambiental, promover 
heterogeneidade intra-específica e gerar a diversidade observada na doença de 
Chagas (McDaniel e Dvorak, 1993). Apesar de tantas mudanças, o cariótipo do 
clone Dm28c se mostrou praticamente inalterado nas formas epimastigotas e 
tripomastigotas metacíclicas, indicando que não há rearranjos aparentes nos 
cromossomos deste clone nesta parte do ciclo de vida do parasita. Além disso, este 
trabalho demonstrou pela primeira vez a ausência de mini-cromossomos em T. cruzi 
(Aymerich e Goldenberg, 1989). Tais estruturas são abundantes em T. brucei, 
havendo aproximadamente 100 mini-cromossomos com tamanho entre 50 e 150 kb 
(Williams et al., 1982; Van der Ploeg et al., 1984a). Nelas, há repetições de vários 
tipos de seqüências encontradas nos cromossomos maiores, inclusive seqüências 
de regiões teloméricas (De Lange et al., 1983) e subteloméricas (Blackburn e 
Challoner, 1984; Van der Ploeg et al., 1984b). O único gene conhecido presente nos 
mini-cromossomos são os da VSG, apesar de não serem transcritos a partir desta 
estrutura (Borst, 1986). Sugere-se que os mini-cromossomos estejam envolvidos no 
aumento do repertório dos genes da VSG (Van der Ploeg et al., 1984a), uma vez 
que não estão presentes em flagelados da ordem Kinetoplastida que não lançam 
mão do processo de variação antigênica semelhante ao do T. brucei (Van der Ploeg 
et al., 1984c). 
Análises de densitometria baseados em cariótipos moleculares feitos com o 
DNA da cepa CL Brener estimaram que o tamanho do genoma nuclear diplóide é de 
aproximadamente 87 mpb, com 64 cromossomos de tamanhos  entre 0,45 e 4,0 
mpb, cabendo frisar que os métodos empregados nestas medições tinham 
limitações na precisão reconhecidas pelos próprios autores (Cano et al., 1995). Tal 
dado contrasta com resultados anteriores obtidos através de análise por 
microfluorimetria direta, que sugerem um tamanho entre 94 e 150 mpb (Kooy et al., 
1989). Num outro estudo, em que foram testadas diferentes condições de separação 
e hibridização com marcadores cromossomais, o número de cromossomos foi 
estimado em torno de 40, cujos tamanhos também ficavam entre 0,45 e 4,0 mpb 
(Henricksson et al., 1995,1996). 
Com a publicação da seqüência do genoma do T. cruzi (baseada na cepa 
CL Brener), seu tamanho foi revisto para aproximadamente 110 mpb no genoma 
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diplóide (El Sayed et al., 2005) e o caráter híbrido de sua origem, reforçado. A 
análise dos genes anotados indicou a presença de dois haplótipos ao se comparar 
os contigs com dados do genoma da cepa Esmeraldo (El Sayed et al., 2005). 
Conforme já visto, as cepas de T cruzi são divididas em grupo I e II, de acordo com 
os hospedeiros que infectam. Estes grupos, por sua vez, estão divididos em 
subgrupos, em que um ou mais membros podem ter dado origem a outras cepas em 
outros subgrupos, formando cepas híbridas. Assim, a cepa Esmeraldo é membro do 
subgrupo T. cruzi IIb, um dos progenitores do subgrupo IIe, ao qual pertence a cepa 
CL Brener (Zingales et al., 1997). A origem deste subgrupo é reconhecida por vários 
autores (Machado e Ayala, 2001; Gaunt et al., 2003; Brisse et al., 2003) como sendo 
um híbrido entre os subgrupos IIb e IIc. O subgrupo IIc por sua vez é aparentemente 
um híbrido derivado do grupo T. cruzi I (Westenberger et al., 2005). Tais 
observações sugerem a participação de vários progenitores durante a evolução das 
cepas híbridas de T. cruzi. 
Outra característica marcante no genoma do T. cruzi são as seqüências 
repetitivas de DNA. Elas representam pelo menos 50% de todo o genoma e são 
formadas principalmente pelas famílias de genes que compõem as proteínas de 
superfície, como as proteínas de superfície associadas à mucina (MASP), as 
mucinas, os integrantes da superfamília das trans-sialidases e as glicoproteínas de 
superfície gp63. No total, esses genes totalizam 18% dos genes codificadores de 
proteínas no T. cruzi. Estão também incluídas neste grupo de seqüências repetitivas 
as repetições subteloméricas e os elementos de transposição. Estes, respondem por 
5% dos doze mil genes estimados no genoma haplóide do T. cruzi. Conforme visto 
em outros tripanosomatídeos, grande parte destes genes encontra-se disposta em 
extensas unidades repetitivas formadas por até centenas de cópias, resultando num 
padrão onde a fita codante se alterna em grandes blocos (El Sayed et al., 2005).  
1.6 TRANSCRIÇÃO E CONTROLE DA EXPRESSÃO GÊNICA EM 
TRIPANOSOMATÍDEOS 
Para os tripanosomatídeos realizarem o processo de transcrição, contam 
com os três tipos clássicos de RNA polimerase (RNAPol) encontrados em outros 
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eucariotos e classificadas segundo a resistência à α-amanitina: RNAPol I, II e III. A 
transcrição apresenta uma dinâmica particular, especialmente aquela realizada pela 
RNAPol II, para a qual foram descritos poucos promotores nos genes por ela 
transcritos. Outra particularidade é que os transcritos primários são policistrônico e 
sofrem em seguida etapas de processamento para originar o RNA maduro. Dentre 
estas etapas está a adição de uma seqüência de 39 nucleotídeos na região 5’ de 
uma unidade de RNA monocistrônica, denominada seqüência líder, por meio de um 
evento conhecido como trans-splicing (Parsons et al., 1984; Sutton e Boothroyd, 
1986; Walder et al., 1986). Outra etapa crucial é a adição de uma cauda poli-A na 
região 3’ do transcrito primário, gerando uma molécula de RNA madura, pronta para 
ser traduzida. Mais detalhes sobre estes processos são descritos abaixo. 
A RNAPol I transcreve os genes de rRNA no nucléolo. Em T. brucei ela 
transcreve ainda os genes dos principais antígenos de superfície, as glicoproteínas 
VSG, prociclina e os genes a elas relacionados (Gunzl et al., 2003; Pays, 2005). 
A RNAPol II é responsável por transcrever os mRNAs em geral, os genes da 
seqüência líder e os genes de pequenos RNAs presentes no nucléolo e até o 
momento não foram descritos promotores para tais genes. Os genes que codificam 
proteínas são organizados em unidades policistrônicas com uma região não 
transcrita na extremidade 5’ variando de 1 a 13 kb. Na outra extremidade desta 
região encontra-se mais um conjunto de genes cuja transcrição tem sentido oposto 
(ocorre na outra fita). Nesta seqüência intergênica, apenas indícios de região 
promotora são observados (McAndrew et al., 1998) e a transcrição bidirecional 
parece ser iniciada aleatoriamente ou numa forma não dependente de promotor, em 
qualquer ponto. Os sinais para o término da transcrição ainda não são evidentes, 
mas acredita-se que, em T. brucei, um desses elementos possa estar entre o gene 
da proteína repetitiva associada a microtúbulo (MARP) e os genes da prociclina 
(König et al., 1989). Outra possibilidade são os genes de tRNA, que possuem 
elementos de terminação para a RNAPol II, e podem estar presentes entre as 
unidades de transcrição dos genes constitutivos (Marchetti et al., 1998). 
Os genes que codificam a seqüência SL (spliced-leader) são transcritos pela 
RNAPol II (Campbell et al., 2000) e representam cerca de 6% de toda a síntese de 
RNA na célula. Os promotores estão presentes à região 5’ do gene e são formados, 
em geral, por 3 elementos situados às posições -60, -30 e -5. Em Leptomonas 
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seymouri foi encontrado um dos fatores de transcrição melhor caracterizado em 
tripanosomatídeos, que se liga ao elemento -60 (Das e Belloffatto, 2003) 
denominado PBP-1. Um segundo complexo, o PBP-2 se liga ao elemento -30 (Luo e 
Bellofatto, 1997) e há indícios de interação protéica com o elemento -5. A região 3’ 
do gene possui uma repetição de 5-31 timinas que pode servir como elemento de 
terminação. Foi observada a necessidade de pelo menos 6 timinas para que a 
terminação ocorresse em Leishmania tarentolae (Sturm et al., 1999). 
A RNAPol II também transcreve os genes snoRNA. Esses genes estão 
agrupados em longas unidades e dão origens a extensas unidades transcricionais 
precursoras, que são sujeitas a processamento (Dunbar et al., 2000). Em alguns 
tripanosomatídeos, tais genes podem agir em processos de interferência e 
silenciamento de transcritos nucleolares (Liang et al., 2003). 
A RNAPol III de tripanosomatídeos transcreve os genes de tRNA e de todos 
os outros snRNA, inclusive os snRNA ricos em uridina. Ela reconhece as três 
classes de promotores (I, II e III) definidas para a RNAPol III de eucariotos 
superiores (Willis, 1993). Entretanto, o promotor de classe III não se encontra 
presente nos genes que codificam pequenos RNAs nucleares ricos em Uridina, 
como os U1-U6 snRNA de tripanosomatídeos. Para transcrevê-los, a RNAPol III se 
vale do promotor de classe II de um gene de tRNA, localizado à região 5’  na outra 
fita de DNA (Tschudi e Ullut, 2002). Um fato interessante com relação à transcrição 
do gene U2 snRNA de T. brucei é que ele não dispõe de um gene de tRNA 
adjacente para “tomar-lhe emprestado” o promotor. Contudo, os elementos desse 
promotor necessários à transcrição estão lá presentes, mesmo na ausência do gene 
(Fantoni et al., 1994).  
O mecanismo de transcrição também está presente na mitocôndria dos 
tripanosomatídeos. Seus genes estão organizados em estruturas conhecidas como 
maxicírculos e minicírculos. Os minicírculos possuem genes de RNA guia (gRNA), 
que participam nos eventos de edição dos RNAs, que se resume na adição ou 
deleção de uridinas dos transcritos vindos dos maxicírculos. Não foi identificado nos 
minicírculos ou maxicírculos seqüência codificante ou promotora para a RNAPol 
atuante na mitocôndria (Grams et al., 2002). O que se observa é uma RNAPol 
codificada no núcleo que transcreve os genes de mRNA dos maxicírculos, mas não 
se sabe se esta polimerase atua nos genes de gRNA dos minicírculos. De forma 
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semelhante, todos os tRNAs presentes na mitocôndria não são lá sintetizados, mas 
são trazidos do núcleo com a utilização de diversos mecanismos de sinalização 
(Schneider e Maréchal-Drouard, 2000).      
Os genes responsáveis por codificarem diversas proteínas nos 
tripanossomos apresentam-se organizados em grupos contendo repetições em 
tandem tanto de uma mesma fase aberta de leitura (ORF), quanto de ORFs muito 
similares. Ainda há seqüências intercaladas que não possuem qualquer relação com 
as primeiras. Vale dizer que tal organização não conta com a presença de íntrons e 
as regiões que separam cada gene, denominadas seqüências intergênicas, são 
curtas e flanqueadas por regiões de processamento, cuja distância entre elas é 
geralmente conservada (Hug et al., 1994). Este agrupamento de genes é transcrito 
formando extensas unidades policistrônicas (Evers e Cornelissen, 1990) e apesar 
desta organização, genes individuais pertencentes à mesma unidade policistrônica 
podem exibir diferentes padrões de expressão (Bringaud e Baltz, 1993), 
evidenciando que o controle da expressão gênica se dá preferencialmente em nível 
pós-transcricional. 
1.6.1 Controle da Expressão Gênica – Eventos Nucelares 
Após a formação de um transcrito primário, é necessário que este seja 
processado para originar um RNA mensageiro maduro. Este mRNA possui 
características próprias, como uma seqüência líder na região 5’, adicionada por um 
mecanismo conhecido como trans-splicing,  e uma cauda poli-A na região 3’. A 
incorporação destas duas estruturas reflete um dos primeiros níveis da regulação 
pós-transcricional. Estes processos já foram observados em seqüências alternativas 
de uma mesma região (Matthews et al., 1994; Schürch et al., 1994). Também parece 
não haver uma prioridade na ordem dos eventos. No caso do gene da hsp70, foram 
vistas unidades transcricionais sem a seqüência líder, mas com a cauda poli-A 
(Huang et al., 1991). No gene da α-tubulina, foi observado o oposto (Ullu et al., 
1993). Entretanto, estudos posteriores apontaram para o fato de que tais fenômenos 
sejam acoplados (LeBowitz et al., 1993; Vassella et al., 1994) e que elementos da 
região intergênica, como as extensões de polipirimidina, influenciam o sítio de trans-
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splicing do transcrito seguinte, que por sua vez determina o sítio de poliadenilação 
do transcrito anterior (Vanhamme e Pays, 1995). 
A eficiência do fenômeno do trans-splicing parece ser também fortemente 
influenciada pela quantidade de resíduos de pirimidina na região 5’ do transcrito 
primário (Huang et al., 1991). Outro ponto de destaque é que as extensões de 
polipirimidina da região intergênica mostram-se fundamentais para que os eventos 
de trans-splicing e poliadenilação de transcritos primários vizinhos ocorram de forma 
correta, tanto que mudanças nesta região podem influenciar nos níveis de mRNA de 
ambos os transcritos (Vassella et al., 1994; Berberof et al., 1995). Em muitas células 
essas regiões parecem ser os alvos prediletos de proteínas envolvidas em 
modulação pós-transcricional, reforçando a idéia que de fato trata-se deste tipo de 
controle de expressão gênica (Morris et al., 1993; Norton, 1994). 
1.6.2 Controle da Expressão Gênica – Eventos Citoplasmáticos 
O balanço entre estabilidade e degradação do mRNA está fortemente 
presente no cenário da regulação pós-transcricional. Bom exemplo disso são os 
genes que codificam os três tipos de fosfoglicerato cinase (PGK) de T. brucei: 
PGKA, PGKB e PGKC, enzimas envolvidas na via glicolítica. Todos estão 
organizados na mesma unidade transcricional contendo outros genes não 
relacionados. Além disso, são transcritos pela RNAPol II a taxas semelhantes nas 
formas tripomastigotas e procíclicas, mas o nível de expressão entre elas é 
completamente diferente. PGKA é bem pouco expressa e tal fato é relacionado à 
baixa taxa de eficiência da região em que ocorre o trans-splicing (Kapotas e 
Bellofatto, 1993). Já a PGKB é expressa exclusivamente no citosol de formas 
tripomastigotas procíclicas. PGKC por sua vez é encontrada no glicossomo e 
expressa quase que exclusivamente nas formas tripomastigotas sangüíneas. O que 
pode estar modulando esses diferentes níveis de expressão em proteínas muito 
semelhantes são as informações contidas nas regiões 3’ não traduzidas dos 
transcritos primários (Blattner e Clayton, 1995). 
Várias proteínas de ligação à cauda poli-A já foram descritas em 
tripanosomatídeos (Hotchkiss et al., 1999; Bates et al., 2000; Melo et al., 2003) e 
acredita-se que seu mecanismo geral de ação na degradação do mRNA seja 
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semelhante ao observado em leveduras e mamíferos. Tais proteínas iniciam o 
processo de retirada de adeninas da calda poli-A reduzindo-as a poucos 
nucleotídeos. Isso dispara o complexo de retirada da seqüência líder, seguido por 
degradação com exonucleases citoplasmáticas no sentido 5’
3’. Por fim, ocorre a 
degradação no sentido inverso na outra extremidade por um complexo de 
exonucleases chamado exossoma (Estévez et al., 2001; Butler, 2002). 
Em T. brucei são conhecidos alguns motivos presentes na região 3’ UTR de 
alguns mRNAs, que atuam no mecanismo de degradação de RNA. No mRNA das 
VSGs há dois elementos, um contendo 8 e outro 14 nucleotídeos. Eles participam 
estimulando a expressão em tripomastigotas metacíclicos e suprimindo-a nas formas 
procíclicas. No caso das prociclinas, mais dois elementos, um de 16 e outro de 26 
nucleotídeos, agem respectivamente no aumento da tradução e na regulação da 
expressão desta proteína nesta fase do parasita (Furger et al., 1997; Hotz et al., 
1997). Outro elemento encontrado é uma seqüência rica em uridinas que também 
regula a expressão em níveis de transcrição e tradução, e assemelha-se bastante 
com os elementos ricos em adenina e uracila (ARE - AU rich elements) de 
mamíferos (Mitchell e Tollervey, 2000). Em T. cruzi foi identificada uma proteína que 
se liga aos elementos ARE, e quando superexpressa causa a desestabilização do 
mRNA das mucinas (D’Orso e Frasch, 2001). 
Além dos eventos já mencionados no controle da expressão gênica (adição 
da seqüência líder e da cauda poli-A; estabilidade do mRNA maduro, conferida em 
parte pelas informações contidas na região 3’ UTR e em parte pela ação de 
moléculas que estimulam ou reprimem a  tradução) outro ponto de controle envolve 
o acoplamento do mRNA com a maquinaria de tradução representada pelos 
ribossomos, que tem sido designado como mobilização polissomal. Estudos com o 
gene da metaciclogenina indicaram que ele está sujeito a esse tipo de mecanismo. 
Análises de Northern blot dos mRNA associados a polissomos de populações de T. 
cruzi em multiplicação e em diferenciação revelaram a presença do mRNA apenas 
na população em diferenciação. Já nas análises de RNA total, pôde-se constatar sua 
presença em ambas as populações (Ávila et al., 2001). O mesmo tipo de regulação 
foi vista para uma família de genes que codificam proteínas do tipo ligantes de 
quitina (Chitin-binding-like) na população de T. cruzi durante a metaciclogênese 
(Dallagiovanna et al., 2001). 
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1.7 LIPÍDIOS NO Trypanosoma cruzi 
Um ponto de grande interesse em nosso trabalho é a investigação das 
moléculas lipídicas do T. cruzi, em especial as que fazem parte da membrana 
plasmática. Dados apresentados neste trabalho sugerem que tais moléculas podem 
estar envolvidas na diferenciação, sobretudo pelas evidentes mudanças 
morfológicas na superfície das formas metacíclicas, a fim de se transformarem em 
amastigotas. Apesar da tendência de se atribuir importância cada vez maior aos 
lipídios, principalmente pelo descobrimento de novas funções fisiológicas, tais 
moléculas têm sido pouco investigadas em tripanosomatídeos, especialmente 
quando comparadas à proteína e ácidos nucleicos, por exemplo. Poucos são os 
grupos que possuem linhas de pesquisa envolvendo lipídios de T. cruzi. 
Um dos primeiros trabalhos feitos com lipídios de membrana plasmática do 
T. cruzi teve como objetivo comparar os constituintes de membrana de 
epimastigotas obtidos de duas formas distintas: através de fracionamento celular e 
purificação da membrana plasmática, e pelo uso de um agente que induzia a 
formação de vesículas a partir da membrana plasmática, que eram então 
purificadas. Foram analisadas as quantidades relativas de proteínas, lipídios, 
fosfolipídios, carboidratos e esteróis. Os dados mostraram proporções diferentes 
entre constituintes nas duas amostras, com destaque para a razão entre esteróis e 
fosfolipídios, que está relacionada com a fluidez. Essa razão foi mais baixa na 
amostra de membrana obtida pela formação de vesículas sendo, portanto, mais 
fluida. Foi sugerido que o agente formador de vesículas estivesse favorecendo a 
migração de certos componentes da membrana em detrimento de outros, tornando 
esse meio de obter amostras de membrana menos adequado que o fracionamento 
celular (Franco da Silveira e Colli, 1981). 
Um estudo semelhante foi feito em promastigotas de Leishmania donovani 
(Wassef et al., 1985) no qual se comparou a constituição lipídica de membranas da 
superfície celular; de uma fração oriunda de um isolado de mitocôndria/cinetoplasto; 
e de todo o parasita. A proporção entre as espécies de fosfolipídios variou muito nas 
três amostras, mas as cadeias de ácido graxo dos fosfolipídios tinham, em sua maior 
parte, 18 e 20 carbonos, assim como em T. cruzi (Timm et al., 1982). Também foi 
  
22 
avaliada a capacidade antigênica das frações glicolipídicas através da produção, em 
coelhos, de anti-soro para as membranas de superfície. 
Alguns fatores externos foram descritos como promotores da mudança na 
composição lipídica do T. cruzi. Bronia e colaboradores (1999) mostraram que o 
envelhecimento dos parasitas na cultura pode provocar esse efeito. Epimastigotas 
em crescimento exponencial, em fase estacionária e em fase de declínio 
apresentaram queda geral na quantidade de fosfolipídios ao longo das fases, com 
aumento de insaturações em liso-fosfatidilcolina e acilglicerídeos e diminuição em 
fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina. Esteróis e acilglicerídeos ficaram mais 
abundantes, tornando a membrana menos fluida. O fator temperatura foi descrito 
como capaz de mudar a composição lipídica de epimastigotas e metacíclicos 
passados de 28 para 37 °C e cultivados por até 48 h  (Florin-Christensen et al., 
1997). Em epimastigotas foi visto um aumento na proporção de triacilgliceróis e de 
esteril ésteres. Já fosfatidilcolina e fosfatidilinositol diminuíram com 48 h, a 37 °C. 
Em metacíclicos, as proporções de esteróis, triacilgliceróis e esteril ésteres 
aumentaram. O grau de insaturação das cadeias de ácidos graxos dos fosfolipídios 
também diminuiu com o aumento da temperatura em epimastigota e metacíclicos, 
indicando uma possível mudança na atividade das enzimas que introduzem 
insaturações.   
Os lipídios dos demais estágios evolutivos do T. cruzi também foram 
estudados quanto à composição dos ácidos graxos, fosfolipídios e lipídios neutros 
(Kaneda et al., 1986). Posteriormente, foi investigada a composição de ácidos 
graxos durante o processo de metaciclogênese e constatou-se que as mudanças 
mais significativas ocorreram durante as etapas iniciais, sem que praticamente 
nenhuma alteração morfológica nos epimastigotas houvesse ocorrido (Esteves et al., 
1989). O papel dos ácidos graxos seria mais tarde ampliado para elemento promotor 
da metaciclogênese, conforme sugerido por Wainszelbaum e colaboradores (2003). 
Os autores mostraram que os ácidos graxos livres presentes em extratos do trato 
intestinal de insetos triatomínios eram fundamentais na metaciclogênese. Quando os 
epimastigotas eram incubados na presença desse extrato, em que a fração de ácido 
graxo havia sido removida, a metaciclogênese não ocorria, mas quando a fração era 
adicionada, o quadro se revertia. 
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O envolvimento de enzimas ligadas ao metabolismo de lipídios tem sido 
descrito como fundamental no processo de amastigogênese. Um tipo de fosfolipase 
C foi identificado em T. cruzi e descrito como específica para fosfoinositídeos, além 
de conter uma modificação lipídica que permite sua ancoragem na membrana 
plasmática (Nozaki et al., 1999; Furuya et al., 2000). As fosfolipases C participam na 
via de ativação por Cálcio liberando dois mensageiros intracelulares, o diacilglicerol 
e o inositol-3-fosfato. Foi observado que essa enzima encontrava-se mais expressa 
durante a diferenciação para amastigota, o que contribuiu para o questionamento 
sobre sua participação neste processo. Por fim, os autores mostraram que em 
células onde sua expressão era regulada negativamente através de inibição anti-
senso, a diferenciação para amastigota era diminuída. Por outro lado, a 
superexpressão do gene em células transfectadas aumentava a taxa de 
amastigogênese. 
Cada vez mais os lipídios ganham importância na compreensão de 
fenômenos relevantes para os tripanosomatídeos. Neste trabalho, um esforço 
considerável foi feito na tentativa de caracterizar os lipídios totais e de membrana 
plasmática dos principais estágios do T. cruzi. O crescente conhecimento de sua 
participação em fases vitais para o parasita, como a diferenciação, coloca ainda 
mais essas moléculas no alvo do desenvolvimento de novas terapias e 
aperfeiçoamento das já existentes. 
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2 OBJETIVOS 
Este trabalho se vale da metodologia de obtenção de formas amastigotas 
axênicas do Trypanosoma cruzi (Contreras et al., 2002) para investigar alguns 
fenômenos presentes nesse processo estratégico. Assim, os objetivos apontados 
neste estudo são: 
• Obter formas amastigotas do clone Dm28c a partir da diferenciação de 
tripomastigotas metacíclicos com a metodologia de amastigogênese 
extracelular; 
• Caracterizar as alterações morfoestruturais sofridas pelo T. cruzi durante o 
processo de amastigogênese; 
• Caracterizar, por espectrometria de massas, a composição lipídica total e de 
superfície do T. cruzi durante a amastigogênese, comparando-a com demais 
estágios evolutivos. 
• Caracterizar, de maneira geral, o perfil da expressão gênica nos diferentes 
estágios do T. cruzi e identificar os genes diferencialmente expressos ao se 
comparar as formas multiplicativas amastigota e epimastigota, por meio de 
microarranjos de DNA; 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 PROCEDÊNCIA DOS REAGENTES E MATERIAIS 
Ambion: Kit “Amino Allyl MessageAmpTM aRNA”  
Amicon: Microcon 30 
Amersham-Pharmacia Biotech: dCTP-Cy3; dCTP-Cy5; dNTPs; RNAse H; 
Taq DNA polimerase 
Appligene: Proteinase K 
Arcturus: kit PicoPureTM 
BioRad: agarose; azul de bromofenol; xilenocianol  
Corning: Lâminas para microarranjo CMT GAPS 
Cult-lab: soro fetal bovino 
Difco: extrato de levedura; infuso de fígado; triptose 
Gibco: gentamicina; RPMI-1600; solução de aminoácidos (MEM non-
essential aminoacids) 
Invitrogen: kit “BioPrime DNA Labeling System”; DTT; EDTA; RNA ladder; 
hexâmeros aleatórios; sacarose; SuperscriptTM II; RNase OUTTM 
Merck: acetato de sódio; ácido acético; ácido bórico; ácido clorídrico; álcool 
isoamílico; citrato de sódio; cloreto de cálcio; cloreto de lítio; cloreto de magnésio; 
cloreto de potássio; cloreto de sódio; clorofórmio; etanol absoluto; fosfato de 
potássio monobásico; fosfato dibásico de sódio; glicose; hidróxido de sódio; maltose; 
SDS; sulfato de amônia; sulfato de magnésio 
Microbiológica: hemina 
Millipore: colunas microcon 30 (Microcon Amicon Bioseparations) 
TPP: garrafas para cultivo de células 
Promega: DNAse RQ1 (livre de atividade tipo RNAse); RNAsin® 
Qiagen: QIAquick 96 PCR purification kit; RNeasy®, RNase-free DNase set  
Sigma: β-mercaptoetanol; ácido L-aspártico; ácido L-glutâmico; ampicilina; 
brometo de etídeo; BSA; cicloheximida; coquetel de inibidores de protease; DEAE-
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celulose; DEPC; DMSO; DNA de esperma de salmão; ficoll; formaldeído; formamida; 
heparina; hepes; L-prolina; NP-40; polivinilpirrolidona; RNA sample buffer 
USB: MOPS; sacarose 
 
3.2 SOLUÇÕES E MEIOS DE CULTURA 
Colchão de sacarose: sacarose 2 M, em tampão de lise celular hipotônico 
H20: A água utilizada em todos os procedimentos era proveniente do 
sistema de filtragem milli-Q (Millipore). A água utilizada para procedimentos com 
RNA era tratada com dietil pirocarbonato (DEPC) 
Meio LIT (Liver Infusion Tryptose): extrato de levedura 15 g/l; fosfato 
dibásico de sódio 11,56 g/l; glicose 2,2 g/l; hemina 0,02 g/l; infuso de fígado 5 g/l; 
KCl 0,4 g/l; NaCl 4,4 g/l; soro fetal bovino 10 % (v/v) e triptose 5 g/l. pH 7,2 ajustado 
com HCl 
Meio TAU (Triatomine Artificial Urine): CaCl2 2 mM; KCl 17 mM; MgCl2 2 
mM; NaCl 190 mM; tampão fosfato pH 6,0 8 mM 
Meio TAU3AAG: TAU suplementado com: ácido L-aspártico 2 mM, ácido L-
glutâmico 50 mM, L-prolina 10 mM e glicose 10 mM  
Meio MEMTAU: TAU3AAG (pH 6,0) 0,429 X; MEM sem Hepes e 
bicarbonato 0,429 X; MES 20 mM; sacarose 70 mM; hemoglobina 1% (p/v); soro 
fetal bovino 5-10% (v/v) 
Solução de Denhardt (50 X): albumina bovina sérica (BSA) fração V 1 % 
(p/v); ficoll 400 1 % (p/v) e polivinilpirrolidona 1 % (p/v) 
Solução de PSG: Na2HPO4 47,46 mM; NaH2PO4 H2O 2,5 mM; NaCl 36,32 
mM; glicose 55,5 mM 
Solução para desnaturação: NaCl 1,5 M e NaOH 0,5 M 
Solução para hibridização dos microarranjos: SSC 6 X; Denhardt’s 5 X; 
DNA de esperma de salmão tipo III fragmentado e desnaturado 0,25 mg/ml; SDS 0,5 
% (p/v) e formamida 50 % (v/v) 
SSC (standard saline-citrate) (20 X): citrato de sódio pH 7,0 0,3 M e NaCl 3 M 
Tampão de lise celular hipotônico: β-mercaptoetanol 5 mM; cicloheximida 
10 µg/ml; heparina 20 U/ml; MgCl2 5 mM; NaCl 10 mM e tris-HCl pH 7,6 10 mM 
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Tampão MOPS: acetato de sódio 5 mM pH 7,0; EDTA pH 8,0 2 mM; MOPS 
20 mM 
Tampão NKM: cicloheximida 10 µg/ml; heparina 20 U/ml; hepes pH 7,4 10 
mM; KCl 5 mM; MgCl2 1,5 mM e NaCl 140 mM 
Tampão para aplicação de amostras de RNA em gel: corante – MOPS 1 
X, glicerol 25 % (v/v), azul de bromofenol 0,25 % (p/v) – 15% (v/v); formaldeído 6 % 
(v/v); formamida 80 % (p/v) e tampão MOPS 1 X 
Tampão PBS (10 X): KCl 2,7 mM; KH2PO4 1,5 mM; Na2HPO4.7H20 4,3 mM 
e NaCl 137 mM 
3.3 CULTIVO E OBTENÇÃO DO Trypanosoma cruzi 
Epimastigota: 
Os epimastigotas (clone Dm28c) são armazenados em N2 líquido e a cada 
seis meses um novo clone é descongelado e cultivado. Os epimastigotas são 
mantidos através de repiques realizados semanalmente em 100 ml de meio LIT 
(Liver Infusion Triptose), suplementado com 10% de SFB (Soro Fetal Bovino), na 
concentração aproximada de 6,0 x 104 parasitas/ml, a 28 °C. Ao fim de sete dias as 
células encontram-se em fase estacionária de crescimento. Para obter epimastigotas 
em fase exponencial de crescimento, foram feitos inóculos na concentração de 106 
parasitas/ml em 100 ml de LIT. Após três dias de crescimento a 28 °C a cultura 
alcançou uma concentração de 3 x 107 parasitas/ml. Outro repique nestas mesmas 
condições foi feito antes de utilizar os epimastigotas em fase de crescimento 
exponencial, também designados “Epi 3 dias”. 
 
Tripomastigota metacíclico: 
Tripomastigotas metacíclicos foram obtidos de uma cultura de “Epi 3 dias” 
em que o cultivo foi prorrogado até que as células entrassem em fase de 
crescimento estacionário, que ocorre por volta do quinto dia, chegando a 
concentração aproximada de 6 x 107 parasitas/ml. Essas células foram submetidas a 
um estresse nutricional ao se remover o meio LIT e se adicionar o meio TAU 
(Triatomine Artificial Urine), incubando por 2 h, a 28 °C. Em seguida, elas for am 
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inoculadas em garrafas de cultura contendo meio TAU3AAG, numa taxa de 5 x 106 
parasitas/ml e cultivados a 28 °C. Após três dias, em torno de 70% das células no 
sobrenadante da cultura já estavam diferenciadas em tripomastigotas metacíclicos. 
As células do sobrenadante foram concentradas e suspensas em solução de Hank 
Hepes Carbonato. O volume foi duplicado com a adição de soro fresco estéril de 
cobaia numa concentração final de 5 x 108 células/ml. A lise dos epimastigotas pelo 
complemento ocorreu durante a incubação por 30 min. em banho-maria a 37 °C. 
Feito isso, as células foram lavadas em solução de PSG e submetidas à coluna 
contendo 8 ml da resina DEAE-50, numa razão de até 2 x 109 células/coluna. Os 
epimastigotas, lisados ou não, foram retidos pela resina enquanto os tripomastigotas 
metacíclicos, coletados e lavados com a solução de interesse, após o que estavam 
prontos para uso. 
 
Amastigota Intracelular: 
A forma amastigota intracelular foi obtida por meio de infecção de células 
Vero, cultivadas em garrafas com superfície de adesão de 150 cm2, em estágio 
semi-confluente, a 37 °C e atmosfera de 5% de CO 2.  1,5 x 106 formas 
tripomastigotas, oriundas de cultura de células, foram inoculadas em cada garrafa e 
após 24h, os parasitas livres no sobrenadante removidos para a troca do meio 
RPMI-1600, suplementado com 5% de SFB. Após sucessivos ciclos de infecção, 
diferenciação para amastigotas, multiplicação, diferenciação para tripomastigotas e 
novamente infecção, as células hospedeiras foram sendo invadidas e destruídas, 
resultando no início da liberação dos tripomastigotas no quarto dia pós-infecção. A 
partir deste ponto, o sobrenadante composto por tripomastigota e amastigota foi 
coletado a cada 24 h até o oitavo dia, momento em que havia enriquecimento de 
formas amastigotas na cultura. Tais amastigotas foram coletados, lavados e 
utilizados.  
 
Amastigota Extracelular:  
A forma amastigota extracelular foi obtida segundo (Contreras et al., 2002) 
com algumas modificações. 5 x 108 tripomastigotas metacíclicos purificados foram 
incubados em 33 ml de meio MEMTAU a 37 °C, enriquec ido com 5% de SFB, 
contidos em uma garrafa de cultura de 150 cm2 (TPP) e cultivados por três dias 
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numa atmosfera de 5% de CO2. Após este período, as células foram lavadas, 
divididas em duas garrafas de cultura contendo meio de cultura fresco com 10% de 
SFB, o que favoreceu uma maior multiplicação dos amastigotas e conseqüente 
expansão da cultura. Após dois dias sob as mesmas condições, a grande maioria 
dos amastigotas se encontrava sedimentada na garrafa de cultura, enquanto que os 
tripomastigotas metacíclicos não diferenciados e os restos celulares, suspensos. 
Após remoção cuidadosa do meio de cultura, sem perturbar o sedimento rico em 
amastigotas, os mesmos foram coletados, lavados e quantificados (representando 
mais de 90% das células presentes), estando prontos para serem usados. 
3.4 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DO ANTÍGENO Ssp-4 
Os amastigotas extracelulares foram analisados por Western blot para 
verificar a expressão do antígeno Ssp-4, específico para amastigotas. Esta é a 
principal glicoproteína de amastigotas, com massa molecular de 84 kDa e ancorada 
por GPI (Andrews et al., 1987; Andrews et al., 1988). Uma amostra de 5 x 108 
amastigotas extracelular e intracelular foram lavados duas vezes em PBS 
(centrifugação a 5.000 g, por 5 min., a 10 °C) e lisados em tampão de amost ra para 
proteína, numa concentração final de 5 x 105 células/µl. As amostras foram 
submetidas a 10% SDS-PAGE e transferidas por 16 h para uma membrana de 
nitrocelulose (Hybond C, Amersham Biosciences), segundo protocolo padrão 
(Towbin, 1979). Após a transferência, a membrana foi incubada em solução de 
bloqueio por 1 h e em seguida incubada com o anticorpo monoclonal α-Ssp4 
(gentilmente cedido pela Doutora Norma W. Andrews) por 2 h, a 37 °C.  Após três 
lavagens de 5 min. em TBST, a membrana foi incubada com anticorpo secundário 
anti-IgG de camundongo conjugado à fosfatase alcalina (Sigma), diluído 1:7.500 em 
solução de bloqueio para Western blot. A membrana foi lavada em tampão de 
fosfatase alcalina e os anticorpos ligados foram revelados através da reação da 
fosfatase alcalina utilizando como substratos o BCIP (50 µg/ml) e o NBT (50 µg/ml) 
(Promega). 
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3.5 MICROSCOPIA ÓPTICA 
O acompanhamento do cultivo celular foi feito por meio de microscopia de 
contraste de fase, utilizando microscópios com iluminação convencional (Nikon 
Eclipse E 600 e E 400) e invertida (Nikon Eclipse TS 100 e TE 300). As Imagens 
foram obtidas por meio do sistema de captura de imagem CoolSNAP-PRO color. 
Para microscopia confocal, as células marcadas com biotina (método 
descrito abaixo) foram fixadas em solução de paraformaldeído a 1% em PBS, por 40 
min. à temperatura ambiente e lavadas três vezes em PBS. Então, foram incubadas 
primeiramente em PBS contendo 1% de albumina sérica bovina (PBS/BSA 1%), por 
1 h. Em seguida a incubação se fez com 10 µg/ml de estreptavidina conjugada ao 
fluoróforo Alexa 488 em PBS/BSA 1%, por 30 min. à temperatura ambiente, no 
escuro. As células foram lavadas três vezes em PBS e dispostas entre lâmina com o 
uso de Vectashield (Vector) como meio de montagem. Os parasitas foram 
observados no aparelho Zeiss LSM 5 PASCAL Laser Scanning Microscope e as 
imagens obtidas e analisadas com o equipamento Zeiss LSM Image Examiner. 
3.6 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO 
As células foram coletadas, lavadas com PBS e fixadas em solução 
contendo 2,5% de glutaraldeído, 4% de paraformaldeído e tampão cacodilato 0,1 M; 
pós-fixadas por 1 h em solução de 1% de tetróxido de Ósmio e 0,8% de ferricianeto 
de Potássio, diluídos em tampão cacodilato 0,1 M; desidratadas em solução 
contendo concentrações crescentes de acetona e incluídos em Epon. Após a 
obtenção de cortes ultrafinos dos parasitas, os mesmos foram contrastados em 
acetato de uranila e citrato de Chumbo antes de serem observados e fotografados 
no microscópio eletrônico de transmissão Zeiss 900. 
3.7 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA 
Os parasitas foram aderidos à lamínulas pré-tratadas com poli-L-lisina, 
lavados com PBS e fixados em solução contendo 2,5% de glutaraldeído e 4% de 
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paraformaldeído em tampão cacodilato 0,1 M; pós-fixados por uma hora em solução 
de 1% de tetróxido de Ósmio em tampão cacodilato 0,1 M; desidratados em solução 
etanol:água com concentrações crescentes de etanol e secos pelo método do ponto 
crítico. As células foram metalizadas com ouro antes de serem observadas e 
fotografadas pelo microscópio eletrônico de varredura Jeol 5310 e pelo microscópio 
eletrônico de varredura de emissão de campo (FE-SEM) Jeol 6340. 
3.8 OBTENÇÃO DE LIPÍDIOS TOTAIS DO T. cruzi 
Após a obtenção dos diferentes estágios evolutivos do T. cruzi, todos foram 
submetidos à liofilização para preservar os lipídios antes de serem extraídos. Os 
passos de delipidação (Almeida et al., 2000) constavam de homogeneização 
(agitação por 1 min.) do material liofilizado em solução de clorofórmio:metanol (2:1), 
num volume dez vezes maior que o de parasitas liofilizados, seguido por 
centrifugação a 500 g e coleta da fase orgânica em tubos novos, de vidro âmbar 
com tampa de Politetrafluoretileno (PTFE). Este procedimento foi repetido três 
vezes. Na seqüência, sob o mesmo modo, eram usadas as seguintes proporções 
(Vol./Vol.) de clorofórmio:metanol: 1:1; 1:2; e por fim 1:2:0,8 
(clorofórmio:metanol:água). A extração utilizando esta última solução era feita duas 
vezes, com a fase orgânica coletada e guardada separadamente da demais. As 
fases orgânicas foram então secas sob um fluxo de N2 e suspensas em 2 ml de 
clorofórmio:metanol (1:1). 
3.9 ANÁLISE DOS LIPÍDIOS TOTAIS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS 
(ESI-MS) 
Antes de submeter uma amostra à corrida no espectrômetro de massas 
(ESI-Q-TOF-MS, Q-tof1, Micromass/Waters), uma alíquota foi retirada e a ela 
adicionado hidróxido de Lítio (10 mM) para corridas em modo positivo, ou formiato 
de amônia (0,1%) para corridas realizadas em modo negativo. O espectro total era 
coletado primeiro e em seguida o espectro de fragmentação dos picos mais 
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abundantes, com m/z entre 400 e 1500. Os resultados foram analisados utilizando 
os programa MassLynx 4.0 e ChemSketch ACD Freeware 10.0. 
3.10 MARCAÇÃO COM BIOTINA 
 As células a serem marcadas com biotina (Pierce) foram coletadas e 
lavadas duas vezes em PBS a 4 °C. Foi adicionado 1 mM de biotina em PBS (pH 
7,4) por 30 min. a 4 °C, o que diminui as chances d e incorporação da biotina pela 
célula. Os parasitas foram lavados três vezes com PBS a 4 °C contendo 100 mM de 
glicina, para remover a biotina excedente e bloquear a biotina ligada. Após a 
marcação com biotina, as células seguiam em experimentos com diferentes 
abordagens, como microscopia confocal, Western blot e obtenção de lipídios de 
membrana plasmática. 
3.11 DETECÇÃO DE PROTEÍNAS BIOTINILADAS EM EXTRATOS DE T. cruzi  
Um total de 5 x 108 epimastigotas, tripomastigotas metacíclicos e 
amastigotas foram coletados e lavados duas vezes em PBS a 4 °C. As células de 
cada estágio foram divididas igualmente em dois tubos, um para ser incubado com 
biotina e outro não. Todos os tubos foram manipulados da mesma maneira. As 
células foram marcadas com biotina e em seguida lisadas com a adição de tampão 
de amostra para proteína. O volume foi corrigido para se ter 5 x 105 células/µl. Dez 
microlitros de cada amostra foram submetidos a 10% SDS-PAGE seguindo com o 
ensaio de Western blot conforme já descrito, excluindo a fase de incubação com 
anticorpo primário. Na etapa correspondente à incubação com o anticorpo 
secundário, foi usado estreptavidina conjugada com peroxidase. A revelação da 
marcação foi feita por quimiluminescência.  
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3.12 OBTENÇÃO DE LIPÍDIOS DE MEMBRANA PLASMÁTICA DE 
EPIMASTIGOTA DO T. cruzi 
Aproximadamente 1010 epimastigotas cultivados por três dias foram 
coletados e lavados duas vezes em PBS a 4 °C e marc ados com biotina, conforme o 
item 3.10. Em seguida, foi adicionado um coquetel de inibidores de proteases 
(Sigma, P2714) segundo recomendações do fabricante, totalizando um volume de 3 
ml, seguido por três ciclos de lise através de congelamento (banho de gelo seco) e 
descongelamento (banho-maria 37 °C). O extrato foi centrifugado a 16.000 g, por 15 
min., a 4 °C e o sobrenadante utilizado para incuba ção com a resina agarose-avidina 
por 1 h, a 4 °C sob leve agitação. A fase aquosa fo i coletada e a resina lavada com 
30 ml das seguintes soluções: PBS, PBS NaCl 0,5 M e NH4Ac 100 mM. Feito isso, a 
resina foi usada para extrair os possíveis lipídios nela ligados, segundo Bligh & Dyer 
(two-step method – http://www.cyberlipid.org/extract/extr0006.htm#3). Em uma 
amostra aquosa de 1 ml foi adicionado 3,75 ml de clorofórmio:metanol (1:2) seguido 
por 5 min. de agitação no vortex. Então, adiciona-se 1,25 ml de clorofórmio, agita-se 
por 1 min, adiciona-se 1,25 ml de água e agita-se por mais 1 min. A amostra foi 
centrifugada e a fase inferior coletada em um novo tubo. À fase superior foi 
adicionado 1,88 ml de clorofórmio, seguido por agitação e centrifugação. A fase 
inferior foi novamente coletada e misturada à primeira. Após a evaporação dos 
solventes com o auxílio de N2, o extrato lipídico é suspenso em um pequeno volume 
de clorofórmio:metanol (2:1) antes de ser analisado no espectrômetro de massas. 
3.13 OBTENÇÃO DE RNA POLISSOMAL DE T. cruzi 
Após a obtenção das formas epimastigotas, tripomastigotas metacíclicas, 
amastigotas extracelulares e amastigotas intracelulares, foram adicionados ao meio 
de cultura 10 µg/ml de cicloheximida, incubando-se por 30 min., a 4°C. As células 
foram lavadas duas vezes com tampão NKM em centrifugações a 8.000 g, por 10 
min., a 4°C. A quantidade aproximada de 5 X10 10 epimastigotas e 109 
tripomastigotas e amastigotas foram incubadas em 10 ml de tampão de lise celular 
hipotônico, contendo 10 µg/ml de cicloheximida, 20 U/ml de heparina, 5 mM de β-
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mercaptoelanol e 1% (Vol./Vol.) de Nonidet P-40, por 5 min., a 4°C. Com o choque 
hipotônico, as células, que adquiriam aspecto inchado e arredondado, foram 
homogeneizadas em agitadores tipo vortex até adquirirem uma morfologia em que 
se podia observar o contorno celular, o interior translúcido com o núcleo bem 
destacado ao centro e a formação de grumos celulares. Neste ponto a lise foi 
interrompida com a adição de solução de 0,25 M de sacarose, contendo 10 µg/ml de 
cicloheximida, 20 U/ml de heparina, 5 mM de β-mercaptoelanol. Uma centrifugação 
a 9.000 g, por 10 min., a 4°C foi feita para sedimentar os n úcleos. Outra, nas 
mesmas condições, por 30 min., foi feita para sedimentar as mitocôndrias. O 
sobrenadante da fração pós-mitocondrial foi aplicado cuidadosamente sobre um 
colchão de sacarose a 2 M (contendo 10 µg/ml de cicloheximida, 20 U/ml de 
heparina, 5 mM de β-mercaptoelanol) e centrifugado a 36.500g, por 2 h, a 4°C. O 
sobrenadante foi descartado e o precipitado, contendo as moléculas de RNA 
associadas a polissomos, guardado a -70°C até o ins tante em que foi submetido a 
limpeza com o kit RNeasy acoplando-se o tratamento com DNAse (RNase-free 
DNase set-Qiagen), seguindo-se as recomendações do fabricante. 
3.14 DETERMINAÇÃO DA QUANTIDADE E QUALIDADE DOS ÁCIDOS 
NUCLÉICOS 
A quantidade de DNA ou RNA foi determinada através da medição da 
absorbância a 260 nm, considerando que o valor da absorbância igual a 1 equivale a 
50 µg/ml de DNA e 40 µg/ml de RNA. A qualidade dos ácidos nucléicos foi 
determinada fazendo-se a razão entre a absorbância a 260 e a 280 e, quando havia 
quantidade de RNA suficiente, através de uma eletroforese em gel de agarose à 
concentração de 1% com formaldeído em tampão MOPS, observando-se as bandas 
de rRNA ou, no caso do RNA amplificado, a faixa de tamanho do material gerado. 
3.15 TRATAMENTO COM DNAse 
100 µg de cada amostra de RNA foram mantidos a 37 °C, po r 30 min., com 
10 U de DNAse RQ1, em solução contendo 100 µg/ml de BSA, 0,05 % de DTT, 10 
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mM de MgCl2, 50 mM de NaCl, 1 U/µl de RNAsin® e 50 mM e tris-HCl pH 8,0. A 
seguir, a amostra foi aquecida a 70 ºC, por 10 min. O produto desta digestão foi 
purificado no sistema RNeasy, segundo as especificações do fabricante. 
3.16 PURIFICAÇÃO DE RNA ATRAVÉS DE RNeasy (QIAGEN) 
Amostras de RNA tratadas com DNase foram purificadas conforme o 
protocolo “RNA cleanup” do kit. Sedimentos de RNA polissomal, após a passagem 
pelo colchão de sacarose, foram purificados seguindo-se o protocolo “Animal Cells I" 
com o passo adicional de tratamento com DNase na própria coluna (RNase-free 
DNase set – Qiagen), seguindo-se as especificações do fabricante. 
3.17 AMPLIFICAÇÃO IN VITRO DE RNA 
A amplificação do RNA foi realizada utilizando-se o kit Amino Allyl 
MessageAmpTM aRNA (Ambion). Brevemente, a 1ª fita de cDNA foi gerada em uma 
reação com oligodT-promotorT7, first strand buffer, inibidor de RNase, dNTPs e 
transcriptase reversa, conforme volumes definidos pelo fabricante, por 2 h, a 42°C. A 
segunda fita do cDNA foi sintetizada em uma reação com second strand buffer, 
dNTPs, DNA polimerase e RNAse H, conforme volumes definidos pelo fabricante, 
por 2 h, a 16 °C. O cDNA foi purificado em colunas de afinidade do próprio kit e a 
transcrição ocorreu adicionando-se NTPs 10mM, T7 reaction buffer e T7 enzyme 
mix, por 14 h, a 37°C. Após esta incubação, o DNA foi d egradado com DNAse I. O 
RNA foi purificado em colunas de afinidade do próprio kit.  
A quantidade e pureza do RNA foram determinadas conforme item 3.14. 
3.18 CONFECÇÃO DO MICROARRANJO DE DNA 
São várias as etapas a serem cumpridas para se chegar a uma lâmina de 
microarranjo pronta para ser hibridizada. Optamos por priorizar o foco na descrição 
de conceitos em vez de procedimentos e detalhes técnicos envolvidos nas etapas de 
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confecção, hibridização e análise do microarranjo. Tais procedimentos podem ser 
encontrados no trabalho realizado por Probst (2005). 
A versão do microarranjo utilizado foi a 5.0, produzido no próprio IBMP. Ele 
conta com 10,5 mil sondas cobrindo aproximadamente 8 mil genes do T. cruzi. 
Esses spots foram preenchidos com sondas amplificadas de diversas fontes como 
DNA genômico de T. cruzi, bibliotecas de EST de diferentes estágios do T. cruzi, 
genes de interesse estudados por nosso grupo, além dos controles internos e 
externos exigidos em experimentos deste tipo. As sondas de interesse selecionadas 
a partir de diferentes origens foram amplificadas por reações de PCR, nas quais 
foram usados iniciadores desenhados para uma eficiente hibridização a 55 °C. O 
tamanho das sondas varia entre 150 e 600 nucleotídeos. Após a amplificação, as 
sondas foram purificadas com kit comercial (QIAquick 96 PCR purification kit – 
segundo instruções do fabricante), secas e diluídas em DMSO a 50%. O próximo 
passo foi depositá-las nas lâminas de vidro com o auxilio do robô Genetix 
MiniQArray e fixá-las por meio de exposição à luz ultravioleta. A etapa de anotação 
das sondas, ou seja, a atribuição de que determinada sonda corresponde a 
determinado gene, é fundamental para o correto entendimento da biologia retratada 
pelo microarranjo. Erros podem ser facilmente cometidos neste ponto: cada sonda 
representa um ou mais genes que nem sempre são conhecidos e anotados; a 
complementariedade entre sonda e gene pode não ter sido precisa, levando um 
outro gene (não esperado) a hibridizar-se no lugar do gene original etc. Para 
aperfeiçoar o processo de anotação das sondas, foi usado o software CruziGeneDB, 
desenvolvido no próprio IBMP, que disponibiliza várias informações sobre as 
sondas, os genes e possibilita análises na relação sonda/gene, diminuindo bastante 
a probabilidade de erros existentes na etapa de anotação das sondas. 
3.19 MARCAÇÃO DAS AMOSTRAS COM FLUORÓFOROS E HIBRIDIZAÇÃO 
As amostras de cRNA foram convertidas em cDNA numa reação de retro-
trasncrição (hexâmeros aleatórios/Invitrogen; dNTP, ImProm-IITM Reverse 
Transcriptase/Promega; RNAse OUT/Invitrogen), seguido pela degradação do RNA 
(0,1 N de NaOH) e concentração e purificação das amostras em colunas Microcon 
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30 (Amicon). Durante a síntese da segunda fita (kit BioPrime DNA labelling System), 
os fluoróforos dCTP-Cy-3 ou dCTP-Cy-5  foram incorporados (kit Amino Allyl 
MessageAmpTM aRNA). Em seguida, as amostras cDNA foram lavadas (colunas 
Microcon 30), desnaturadas e aplicadas sobre a lâmina de microarranjo já 
devidamente posicionada na estação de hibridização. A hibridização ocorreu na 
estação GeneTAC HybStation - PerkinElmer por 16 h, a 42 °C de modo totalmente 
automático. Um esquema do desenho das hibridizações pode ser visto na figura 2. O 
conjunto 1 de hibridizações foi composto pelas seguintes amostras, cada uma 
hibridizada com as demais: MP05 (tripomastigota metacíclico), EP30 (Epimastigota), 
AEP11 (amastigota extracelular) e AIP03 (amastigota intracelular). O conjunto 2, 
pelas amostras MP02, EP26, AEP07 e AIP04, cada uma hibridizada com as demais. 
Ao fim, o número de hibridizações totalizou doze.  
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FIGURA 2 – ARRANJO DE HIBRIDIZAÇÕES  
 
 
 
Cada flecha representa uma hibridização; a amostra de onde ela sai foi marcada com Cy3 e 
a amostra para onde ela vai foi marcada com Cy5. Este arranjo feito com dois conjuntos 
distinto de amostras biológicas. 
Epimastigota 
Tripomastigota 
Metacíclico 
Amastigota 
Intracelular 
Amastigota 
Extracelular 
Segundo conjunto de amostras 
Epimastigota 
Tripomastigota 
Metacíclico 
Amastigota 
Intracelular 
Amastigota 
Extracelular 
Primeiro conjunto de amostras 
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3.20 LEITURA, ANÁLISE E TRATAMENTO DAS IMAGENS E SINAIS OBTIDOS 
Após as lavagens pós-hibridização, as lâminas foram secas por 
centrifugação e escaneadas usando o sistema Array Express (Perkin Elmer). O 
sistema conta com um laser e dois canais com faixas de comprimentos de onda 
específicos para excitar os fluoróforos Cy3 e Cy5. A fluorescência emitida pelos 
fluoróforos é captada por um detector. A imagem formada por cada comprimento de 
onda foi registrada em formato TIFF e utilizada posteriormente nas análises 
utilizando o programa Spot (Beare e Buckley, 2004). Este software determina o 
posicionamento, a área e as fronteiras de cada spot para cada canal de 
fluorescência, criando uma máscara formada pelos spots do microarranjo. Em 
seguida, o software R (R Development Core and Team) foi usado para remover dos 
spots a fluorescência inespecífica presente no restante da lâmina. A cada pixel de 
um spot é atribuído um valor numérico que varia de 0 a 65.535 (216), de acordo com 
a intensidade de fluorescência de cada um deles. O valor atribuído a um spot é 
determinado pela mediana dos valores dos pixels que o compõe. O software 
Bioconductor (Dudoit et al., 2003) foi usado para transformar os valores de 
intensidade em logaritmo de base dois. 
3.20.1 Normalização dos Dados 
Os dados de intensidade de fluorescência do microarranjo devem ser 
normalizados antes de serem comparados para determinar a ocorrência de 
expressão diferencial. Isso se faz necessário porque há grandes diferenças na 
quantidade absoluta de mRNA entre diferentes estágios morfológicos do T. cruzi. 
Somado a isso, passos intermediários do processo como amplificação de mRNA, 
marcação com fluoróforos e hibridização, são susceptíveis a variação, com 
conseqüente introdução de erros. Na etapa de obtenção das imagens do 
microarranjo, todas essas variáveis podem contribuir para a geração de um sinal 
mais forte nos estágios do T. cruzi em que determinado mRNA seja mais abundante, 
sem que isso de fato represente um padrão aumentado de expressão quando 
comparado aos demais mRNA deste mesmo estágio. Assim, algumas regras foram 
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aplicadas para tornar os dados conseguidos até esta etapa do microarranjo mais 
próximos aos níveis de mRNA presentes nas amostras iniciais. 
O software utilizado para a normalização foi o LIMMA (Smith, 2004). O 
critério escolhido foi o de normalização global não-linear pelo método de loess, um 
método conservador que maximiza a semelhança entre as amostras e que leva em 
conta outras variáveis no momento da normalização, como o pino utilizado para 
depositar a sonda, a intensidade média do spot ou/e a região do microarranjo na 
qual a sonda foi depositada. A normalização foi feita em cada lâmina do microarranjo 
e em seguida entre lâminas, a fim de corrigir as diferenças de intensidade média em 
cada lâmina por meio da equalização das curvas de distribuição de intensidade das 
sondas de todos os microarranjos de um experimento. 
3.20.2 Questão da Replicação Interna 
Em virtude da quantidade de sondas presentes nesta versão do 
microarranjo, não houve espaço físico para a espotagem de réplicas internas. 
Entretanto, por meio das diferentes hibridizações feitas com o mesmo estágio numa 
mesma réplica biológica (ex: Epimastigota x Metacíclico; Epimastigota x Amastigota 
Intracelular; Epimastigota x Amastigota Extracelular), foi possível estabelecer 
comparações indiretas entre as amostras várias vezes hibridizadas (Epimastigota no 
exemplo citado), de modo a considerá-las, para fins de cálculo estatístico, como se 
fossem réplicas técnicas.  
3.21 IDENTIFICAÇÃO DAS DIFERENÇAS NAS COMPARAÇÕES DE INTERESSE 
A fim de comparar duas amostras para saber quais genes foram 
diferencialmente expressos, foi aplicado o teste SAM (Significance Analysis of 
Microarrays, Tusher et al., 2001), uma versão modificada do teste t de Student que 
contempla em suas análises as peculiaridades presentes em experimentos de 
microarranjo. Nestas análises, foi estipulado um padrão de correção para múltiplos 
testes chamado de FDR (false discovery rate – Benjamini e Hochberg, 1995), que 
em termos práticos, revela a proporção esperada de falsos positivos dentre os genes 
designados diferencialmente expressos. O valor de FDR escolhido foi de 5%. 
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3.21.1 Identificação de Genes Diferencialmente Expressos entre Epimastigota e 
Amastigota Extracelular 
Após a aplicação do teste SAM, foi possível visualizar os genes 
diferencialmente expressos quando comparadas às formas Amastigota Extracelular 
e Metacíclica. Dois parâmetros de fold change - FC (o número de vezes em que um 
gene difere em nível de expressão entre duas amostras em comparação) foram 
adotados nas análises para cada amostra biológica: primeiro um FC de duas vezes, 
que gerou certa lista de genes, e depois um FC de três vezes, que gerou uma outra 
lista de genes. Com base nos genes revelados nestas análises, uma regra foi criada 
para comparar e classificar todos os genes considerados diferencialmente expressos 
nas duas amostras biológicas. Para isso, foram estabelecidos três níveis de 
classificação para genes mais expressos em Amastigota Extracelular em relação à 
Metacíclico: A, B, C. Para genes mais expressos em Metacíclico que em Amastigota 
Extracelular, a classificação é “-A”, “-B” e “-C”. Os significados são: 
 “A” - certo gene teve uma expressão maior ou igual a três vezes em ambas 
as amostras biológicas’ 
 “B” - certo gene teve uma expressão maior ou igual a duas vezes em uma 
das amostras biológica, e uma expressão maior ou igual a três vezes na outra; 
“C” - certo gene teve uma expressão maior ou igual a duas vezes em ambas 
as amostras biológicas. 
Há ainda a classificação “X”, significando que houve discrepância nos dados, 
ou seja, em uma das amostras biológicas, certo gene aparece mais expresso em 
Metacíclico, e na outra, mais expresso em Amastigota Extracelular.  
3.22 AGRUPAMENTO HIERÁRQUICO  
O agrupamento hierárquico tem como finalidade reunir os genes presentes 
em um microarranjo com base nas variações de expressão sofridas por eles tanto 
em uma hibridização como entre hibridizações de uma ou mais amostras biológicas. 
Esses resultados são representados de forma a facilitar a visualização gráfica, 
permitindo uma leitura geral dos genes ou grupos de genes mais expressos nos 
estágios estudados do ciclo de vida do T. cruzi. Tal método possibilita identificar os 
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genes em que a expressão varia de maneira correlacionada, o que pode se refletir 
em vias comuns de regulação entre esses genes. Também permite mensurar a 
distância filogenética que há entre os diferentes estágios estudados do T. cruzi. 
Para realizar os cálculos foi usada a medida de distância euclidiana, que 
leva em conta a magnitude das diferenças, podendo variar de zero, para amostras 
totalmente semelhantes, até teoricamente +∞. Uma vez medidas essas distâncias, 
os resultados foram submetidos ao algoritmo de agrupamento hierárquico (UPGMA, 
Sokal e Michener, 1958) que resultou em um dendograma onde todos os elementos 
estão organizados em uma mesma árvore. O software usado para calcular a 
distância euclidiana e fazer o agrupamento foi CLUSTER 
(http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm) (Einsen et al., 1998). Os resultados foram 
mostrados em uma tabela de similaridade contendo todos os genes e todos os 
estágios do T. cruzi em questão, onde um código de cores dá a noção da variação 
na expressão gênica: 
Preto - células com razões logarítmicas iguais a zero; 
Vermelho com intensidade crescente - razões logarítmicas crescentemente 
positivas; 
Verde com intensidade crescente - razões logarítmicas crescentemente 
negativas. 
 A ordenação das células foi criada pelo método de agrupamento hierárquico 
e o processo de visualização pelo software TreeView, disponível em 
http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm. 
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4 RESULTADOS 
4.1 OBTENÇÃO DOS AMASTIGOTAS 
O desenvolvimento de um sistema capaz de propiciar a obtenção de formas 
amastigotas provenientes de tripomastigotas metacíclicos (Contreras et al., 2002) 
representou parte fundamental deste estudo, pois através dele foi possível conseguir 
quantidade suficiente de células deste estágio para realizar os experimentos, além 
de permitir o início da observação de eventos marcantes da diferenciação. O 
entendimento do ciclo de vida do T. cruzi, com especial atenção à metaciclogênese, 
tem sido o alvo de interesse deste grupo de pesquisa nos últimos 25 anos. O 
presente estudo vem de encontro aos objetivos do grupo, pois contribui com novos 
conhecimentos sobre o ciclo evolutivo do parasita, além de abrir novas 
oportunidades para o estudo dos amastigotas. 
As formas amastigotas extracelulares foram obtidas partindo-se de 
tripomastigotas metacíclicos provenientes de meio definido. A figura 3 ilustra as 
fases deste processo por microscopia de contraste de fase. Em A observam-se os 
tripomastigotas metacíclicos recém inoculados no meio de diferenciação MEMTAU.  
Nem todos os parasitas encontram-se no mesmo plano de foco, pois 
movimentavam-se ativamente pelo meio, indicando bom estado fisiológico. A célula 
em foco apresenta morfologia condizente com o que se espera, demonstrando se 
tratar de tripomastigotas metacíclicos. Em B, a cultura com 36 h já conta com 
aproximadamente 50% de células cuja morfologia se assemelha às formas 
amastigotas. Tripomastigotas metacíclicos também são vistos em diferentes planos 
de foco. Em C, após 72 h de cultivo a maioria dos tripomastigotas metacíclicos já se 
diferenciou em amastigotas, alguns inclusive sugerindo que tinham terminado um 
ciclo de divisão. Nesse estágio, retira-se delicadamente o sobrenadante da cultura 
para não perturbar as células sedimentadas, a fim de enriquecê-la em 
aproximadamente 95% com amastigotas. A cultura é expandida por mais dois dias e 
o número de células é praticamente dobrado. 
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FIGURA 3 
 
Diferenciação de tripomastigota metacíclico para amastigota extracelular analisada por 
microscopia de contraste de fase. A) No Início da diferenciação, observam-se 
tripomastigotas movimentando-se livremente pelo meio, indicado pelos parasitas fora de 
foco (seta) e em foco (cabeça de seta). B) Com 36 horas de diferenciação, por volta de 50% 
das células apresentam morfologia característica de amastigotas (seta) enquanto que 
tripomastigotas metacíclicos são vistos em diferentes planos de foco (cabeça de seta). C) 
Após 72 horas e delicada lavagem, a cultura fica enriquecida com 95% de formas 
amastigotas. A imagem sugere que alguns tenham terminado um ciclo de divisão celular 
(seta). Barra = 10µm. 
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Para confirmar que as células obtidas se tratavam de amastigotas, foi feito 
Western blot usando o anticorpo monoclonal α-Ssp4, específico para amastigotas 
(Fig. 4). A reação foi positiva e como controle positivo usou-se amastigotas obtidos 
de cultura de células. 
 
FIGURA 4 
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Detecção do antígeno Ssp4, marcador específico de amastigota, por Western blot. Nota-se 
que amastigotas extracelulares expressam tal antígeno. 
4.2 CARACTERIZAÇÃO DA DIFERENCIAÇÃO POR MICROSCOPIA 
ELETRÔNICA 
Para melhor entender as mudanças morfológicas observadas desde o início 
do processo de diferenciação, utilizou-se a microscopia eletrônica de varredura e 
transmissão. A microscopia eletrônica de varredura permitiu observar detalhes 
relevantes do processo de diferenciação. A figura 5A mostra a população de 
tripomastigotas metacíclicos bem no início da diferenciação. Todas as células 
possuem a morfologia esperada. Conforme a diferenciação avança por 24 h, 
começam a surgir projeções arredondadas em uma das extremidades dos 
tripomastigotas metacíclicos, que crescem como em um brotamento e assemelham-
se às formas amastigotas (Fig. 5B). Após crescer e se tornar evidente, o amastigota 
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inicia um processo de separação do tripomastigota metacíclico que lhe deu origem, 
por meio de uma constrição da membrana plasmática no ponto de contato entre as 
duas células (Fig. 5C). Com 48 h já é possível notar amastigotas livres, restos 
celulares de tripomastigotas e células em diferenciação (Fig. 5D). 
 
FIGURA 5 
 
Diferenciação de tripomastigota metacíclico para amastigota extracelular analisada por 
microscopia eletrônica de varredura. A) Metacíclicos no início da diferenciação. B) Com 24 h 
notam-se projeções na extremidade dos metacíclicos que se assemelham à forma 
amastigota (seta). C) Os amastigotas são liberados após uma constrição da membrana 
plasmática na região de contato entre as estruturas (seta). D) Após 48 horas é possível 
visualizar amastigotas livres (seta), restos celulares de metacíclicos (cabeça de seta) e 
células em diferenciação (seta longa). 
 
Com 72 h a maioria das células já se encontra diferenciada (Fig. 6A). 
Observa-se também amastigotas em divisão e restos celulares de tripomastigotas 
metacíclicos que aparentemente tendem a formar agregados. Alguns desses 
parecem ser formados por células em diferenciação, já que amastigotas parecem 
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emergir deles (Fig. 6B). Por fim, se a cultura for expandida e mantida por mais de 48 
h, os amastigotas começam a diferenciar-se em epimastigotas (Fig. 6C). 
 
FIGURA 6 
 
Diferenciação de tripomastigota metacíclico para amastigota extracelular analisada por 
microscopia eletrônica de varredura. A) Após 72h a maioria das células já está diferenciada 
em amastigota. B) Nota-se um amastigota em adiantado processo de divisão (seta), restos 
de metacíclicos formando agregados (cabeça de seta) e amastigotas emergindo de um dos 
agregados (seta longa). C) Após 48 h de expansão da cultura, já é possível notar formas 
que se assemelham a epimastigotas (seta), provavelmente originadas a partir dos 
amastigotas. 
 
 Com o uso de microscopia eletrônica de varredura de alta resolução, tem-se 
um maior nível de detalhes do processo. Nas figuras 7A e 7B observa-se o início de 
um brotamento na forma tripomastigota metacíclica. Num estágio mais avançado 
nota-se o crescimento e desenvolvimento do broto, além de detalhes de sua 
superfície repleta de rugosidades (Fig. 7C e 7D). 
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FIGURA 7 
 
Diferenciação de tripomastigota metacíclico para amastigota extracelular analisada por 
microscopia eletrônica de varredura de alta resolução. A e B) Início da diferenciação 
evidenciado pela formação de um broto na extremidade do parasita (seta). C e D) Com o 
avançar do processo o broto se desenvolve e assume uma morfologia cada vez mais 
semelhante a de um amastigota. É possível notar detalhes como as rugosidades da 
superfície. 
 
As figuras 8A e 8B parecem revelar os momentos anteriores à liberação das 
formas amastigotas. Já a figura 8C mostra claramente o final da divisão de um 
amastigota, com destaque para o curto flagelo emergindo da bolsa flagelar de um 
deles. 
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FIGURA 8 
 
Diferenciação de tripomastigota metacíclico para amastigota extracelular analisada por 
microscopia eletrônica de varredura de alta resolução. A e B) Num estágio avançado da 
diferenciação, os amastigotas estão prontos para serem liberados pelo estrangulamento do 
ponto que ainda une as estruturas (seta). C) Um amastigota em divisão. Nota-se o curto 
flagelo de um deles na região da bolsa flagelar (seta). 
 
A microscopia eletrônica de transmissão revelou detalhes ultra-estruturais do 
processo nas formas pleiomórficas. Na figura 9A é possível observar em alguns 
restos celulares o citoplasma elétron-lúcido ausente em organelas, mas contendo 
microtúbulos sub-peliculares adjacentes à membrana plasmática. Um possível ponto 
de constrição e liberação de amastigota é visualizado. Após 72 h, a maioria das 
células possui a forma de amastigotas, mas no âmbito ultra-estrutural, a 
diferenciação ainda está para se completar. Algumas células possuem o cinetoplasto 
em forma de cesto, que é característico de tripomastigotas metacíclicos. Em outras, 
a mesma estrutura tem formato de barra, característico de amastigotas (Fig. 9B). 
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FIGURA 9 
 
Diferenciação de tripomastigota metacíclico para amastigota extracelular analisada por 
microscopia eletrônica de transmissão. A) Células em avançado estágio de diferenciação 
com citoplasma elétron lúcido apresentando microtúbulos sub-peliculares (cabeça de seta). 
Possível ponto de estrangulamento para liberação de amastigota (seta). B) Com 72h, nota-
se em alguns amastigotas cinetoplasto em forma de cesto, característico de metacíclicos 
(seta). Outros já completaram a diferenciação e exibem cinetoplasto em forma de barra, 
característico de amastigota (cabeça de seta). Barras = 2 µm. 
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4.3 CARACTERIZAÇÃO LIPÍDICA DO T. cruzi 
Devido a grande alteração morfológica observada, especialmente na 
membrana plasmática, sugeriu-se que tal fenótipo pudesse ser conseqüência de 
alterações em sua composição lipídica. Tais alterações, por sua vez, poderiam estar 
envolvidas com o processo de diferenciação. Assim, esforços foram postos na 
caracterização dos lipídios totais e de membrana plasmática do T. cruzi.  
Os ensaios feitos com as amostras de lipídios totais dos diferentes estágios 
do T. cruzi originaram espectros contendo os componentes lipídicos, representados 
individualmente pela razão entre massa e carga elétrica (m/z) (eixo x do gráfico) e a 
abundância relativa aos demais lipídios (eixo y). Como há lipídios que ao serem 
ionizados apresentam cargas negativas ou positivas, cada espectro de cada estágio 
de T. cruzi foi coletado em modo negativo e positivo para um apanhado mais 
completo dos lipídios que presentes no parasita. A figura 10 mostra o espectro total 
dos lipídios dos cinco estágios estudados em modo negativo, enquanto que a figura 
11 mostra o mesmo em modo positivo. 
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FIGURA 10 
 
Espectro de lipídios totais em modo negativo de diferentes estágios evolutivos do T. cruzi. 
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FIGURA 11 
 
Espectro de lipídios totais em modo positivo de diferentes estágios evolutivos do T. cruzi. 
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Através de uma análise rápida, é possível selecionar os lipídios mais 
abundantes para então descobrir a qual lipídio cada pico se refere. Para tal, é 
necessário fragmentar cada pico de interesse no espectrômetro de massas e coletar 
o espectro de fragmentação. Com conhecimento de como diferentes lipídios se 
fragmentam sob diferentes condições, estabelecem-se íons que são diagnósticos 
para o lipídio em questão. Um exemplo desta análise é dado no espectro de 
fragmentação do íon m/z 700, na figura 12. 
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FIGURA 12 
 
Espectro de fragmentação do íon m/z 700. 
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Nos Anexos I e II encontram-se nome oficial, abreviação e estrutura das 
espécies lipídicas identificadas em modo positivo e negativo. Quando as espécies se 
diferem pelo valor de m/z em 2 unidades, como no caso do m/z 279, 281 e 283 
(tabela 1), significa a quebra de uma ligação dupla na cadeia hidrofóbica que tem de 
ser compensada pela entrada de dois átomos de Hidrogênio e consequentemente 
mais duas unidades de massa atômica. 
 Usando essa abordagem os lipídios obtidos em modo negativo, que 
puderam ser identificados, encontram-se na tabela 1. Analisando os dados, notou-se 
que em todos os estágios do ciclo de vida a espécie mais abundante é a de ácido 
graxo de 18 carbonos com até duas insaturações. Amostras de Epi 3 dias também 
apresentaram dez outras espécies muito abundantes, na ordem: m/z 861, 778, 819, 
700, 863, 806, 821, 780, 808, 698. Todos possuiam tamanho similar nas cadeias 
hidrofóbicas, geralmente uma com 16 e outra com 18 carbonos. O número de 
ligações duplas entre os átomos de carbono não excedeu a duas. Nas cabeças 
polares desses fosfolipídios foram encontrados etanolamina, inositol e colina. Nos 
lipídios obtidos em modo positivo, a maior abundância ficou por conta do ácido graxo 
de vinte carbonos com uma insaturação (m/z 317). Os demais lipídios que puderam 
ser identificados são do grupo da glicerofosfatidilcolina com cadeia apolar variando 
entre 16 e 20 carbonos e abundância superior nos Epi 3 dias. 
Ao acompanhar a diferenciação de metacíclico para amastigota, foi possível 
perceber uma pequena alteração na abundância de liso-glicerofosfolipídios, como 
mostram os íons m/z 476, 478, 504, 554, 556, 595, 597 (tabela 1). Em geral, nos 
metacíclicos tal abundância foi menor, se comparados com metacíclicos em 
diferenciação (Meta-Ama). Para alguns desses íons a abundância voltava a cair ou 
se estabilizava quando a diferenciação para amastigota se completava. O mesmo 
efeito foi observado para os íons m/z 819, 821, 861, 863, que foram encontradas em 
todos os estágios, mas não em metacíclicos. A abundância dos lipídios em modo 
positivo (tabela 2) também seguiu essa tendência, observada nos íons m/z 317, 526, 
764, 788. Todos apresentaram valores maiores durante a diferenciação (Meta-Ama) 
se comparados às formas metacíclicas e amastigotas. 
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TABELA 1 – ÍONS SELECIONADOS DOS ESPECTROS OBTIDOS EM MODO NEGATIVO E SUAS RESPECTIVAS QUANTIDADES 
RELATIVASa EM CADA ESTÁGIO EVOLUTIVO DO T. cruzi 
a) As porcentagens foram normalizadas usando o pico mais abundante de cada estágio como 100%.
m/z Espécie lipídica Epi 3 dias (%)a Epi 5 dias (%)a Meta (%)a Meta/Ama (%)a Ama (%) a 
279 C(18:2(9Z,12Z)) 82,70  100,00 100,00 98,41 100,00 
281 C(18:1(9Z)) 43,40 41,81 53,47 27,55 89,93 
283 C(18:0) 34,83 37,22 27,45 100,00 66,73 
476/478 GPCho(16:1(9Z)/0:0) 0 0 0 3,05 / 1,54 2,15 / 2,65 
504 GPCho(18:2(9Z,12Z)/0:0) 2,88 3,66 0 2,19 0 
554/556 GPCho(18:2(9Z,12Z)/0:0) 5,05 / 3,43 0 1,30 / 0 5,78 / 3,50 1,76 / 0 
595/597 GPIns(18:1(11E)/0:0) 0 13,42 / 6,14 0 2,51 / 3,05 0 / 2,40 
698/700 GPEtn(16:0p/18:2(9Z,12Z)) 42,61 / 81,56 9,52 / 16,27 10,25 / 22,45 12,14 / 27,59 4,30 / 9,82 
726/728 GPEtn(18:0p/18:2(9Z,12Z)) 0 5,02 / 6,40 1,77 / 3,78 5,90 / 5,91 4,87 / 8,84 
743 GPEtnMe(18:0e/18:2(9Z,12Z)) 13,08 0 0 4,45 1,57 
756/758 GPCho(18:0e/18:2(9Z,12Z)) 13,27 3,82/5,60 1,89/3,76 3,16/6,67 3,41/4,59 
778/780 InsPCer(d18:1/16:0) 98,25 / 57,48 12,27 / 12,84 1,66 / 1,13 2,66 / 2,46 7,57 / 9,03 
792 GPCho(16:1(9Z)/18:1(11E)) 29,55 2,98 0 2,85 2,29 
806/808 InsPCer(d18:1/18:0) 71,26 / 51,00 10,42 / 12,61 7,39 / 6,63 8,70 / 9,01 15,67 / 11,78 
819/821 GPIns(16:0e/18:2(9Z,12Z)) 94,50 / 65,70 26,69 / 11,60 0 7,76 / 6,48 5,93 / 7,70 
861/863 GPIns(18:2(9Z,12Z)/18:0) 100,00 / 71,70 7,03 / 4,16 0 13,84 / 17,29 1,18 / 2,77 
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TABELA 2 – ÍONS SELECIONADOS DOS ESPECTROS OBTIDOS EM MODO POSITIVO E SUAS RESPECTIVAS 
QUANTIDADES RELATIVASa EM CADA ESTÁGIO EVOLUTIVO DO T. cruzi 
 
 
 
 
 
 
 
 
a) As porcentagens foram normalizadas usando o pico mais abundante de cada estágio como 100%. 
 
 
m/z Espécie lipídica Epi 3 dias (%)a Epi 5 dias (%)a Meta (%)a Meta/Ama (%)a Ama (%)a 
317 C(20:1(9Z)) 60,93 10,61 3,27 32,05 10,36 
500 GPCho(16:1(9Z)/0:0) 8,37 1,94 0 0 0 
526 GPCho(18:2(9Z,12Z)/0:0) 28,15 3,64 0 4,42 0 
558 GPCho(20:0/0:0) 8,96 0 0 0 0 
764 GPCho(16:0/18:2(9Z,12Z)) 47,35 3,70 1,38 5,67 2,02 
788 GPCho(18:2(9Z,12Z)/18:2(9Z,12Z)) 46,20 4,77 2,18 6,38 2,04 
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4.4 CARACTERIZAÇÃO LIPÍDICA DA MEMBRANA PLASMÁTICA DO T. cruzi 
A capacidade de ligação específica da molécula de biotina às proteínas de 
superfície do T. cruzi foi verificada usando microscopia confocal. A figura 13 mostra 
de forma geral o resultado desta marcação em epimastigotas cultivados por três 
dias. As proteínas de superfície foram coradas com estreptavidina conjugada com o 
fluoróforo Alexa 488 (Fig. 13A). Os parasitas foram observados usando contraste 
interferencial diferencial (Fig. 13B). 
 
FIGURA 13 
 
Visão geral da marcação com biotina de proteínas da superfície de 
epimastigotas, analisadas por microscopia confocal a laser. A) 
Marcação com biotina conjugada com Alexa 488; B) Contraste 
Interferencial. 
 
A figura 14 mostra a série de imagens de cortes óticos de epimastigotas 
feitos no microscópio confocal a laser. Cada corte com 0,3 µm de espessura, do 
topo para a base das células. Através dos cortes observa-se que a marcação com 
biotina ficou restrita à superfície da célula e que as chances dela ocorrer no interior 
com a biotina endógena são bem pequenas seguindo o protocolo utilizado. 
Marcação semelhante foi vista para os estágios metacíclico e amastigota 
extracelular, porém, tais imagens não foram aqui exibidas.   
B A 
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FIGURA 14 
 
Seqüência de cortes ópticos obtidos por microscopia confocal a laser, mostrando a 
marcação apenas das proteínas de superfície pela biotina. Os cortes estão ordenados do 
topo para a base da célula e cada um mede 0,3 µm de espessura. 
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Para confirmar esta idéia usando uma técnica mais sensível, foi feito um 
Western blot (Fig. 15) com extrato de epimastigotas, tripomastigotas metacíclicos e 
amastigotas, previamente incubados ou não incubados com biotina. O ensaio 
revelou que em células não incubadas com biotina nenhuma marcação foi 
detectada, nem mesmo de uma possível biotina endógena. Já nas células 
incubadas, a marcação foi condizente com o esperado, revelando glicoproteínas de 
superfície como gp35/50 e gp82, além de outros complexos de maior massa 
molecular. 
 
FIGURA 15 
         
 
 
Detecção da marcação com biotina dos estágios epimastigota (Epi), 
tripomastigota metacíclico (Meta) e amastigota (Ama), com o uso 
de estreptavidina conjugada com peroxidase. Nota-se que apesar 
da sensibilidade da técnica, a biotina endógena não foi detectada, 
sugerindo marcação específica da superfície. As proteínas 
marcadas possuem massa condizente com abundantes 
glicoproteínas da superfície do T. cruzi como gp35/50 e gp82, além 
de outros complexos de maior massa molecular. (-) Não marcado 
com biotina; (+) marcado com biotina. 
 
Com essas informações, o protocolo de enriquecimento com lipídios de 
superfície foi testado usando epimastigotas. O resultado da extração dos lipídios e 
análise por ESI/MS em modo negativo dos seguintes íons: m/z 698, 700, 778, 780, 
806, 819, 821, 861, 863, todos já identificados na tabela 1. Além destes, foram 
181,8 
115,5 
82,2 
64,2 
48,8 
37,1 
25,9 
19,4 
14,8 
Epi 
(-)       (+) 
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observados outros íons sem identificação como m/z 711, 713, 802, 815, 883. Em 
modo positivo foram encontradas as seguintes espécies: m/z 236, 275, 317, 351, 
484, 801, 963, em que apenas o m/z 317 foi identificado (tabela 2). Tais dados 
apontam a viabilidade desta técnica para se obter amostras enriquecidas com 
lipídios de membrana plasmática. 
4.5 MICROARRANJO DE DNA 
Um dos objetivos deste trabalho foi investigar, ainda que de forma geral e 
preliminar, os genes diferencialmente expressos entre os estágios Metacíclico e 
Amastigota Extracelular do T. cruzi. Além disso, foram feitas comparações entre as 
formas Amastigota Intracelular e Extracelular, sob a ótica da genômica funcional, 
contextualizada num grupo de genes selecionados por sofrerem modulação na 
expressão, quando comparados vários estágios evolutivos. 
Os experimentos foram planejados e executados de maneira que cada 
estágio fosse hibridizado com todos os outros (ex: Amastigota extracelular x 
Epimastigota; Amastigota extracelular x Metacíclico; Amastigota extracelular x 
Amastigota intracelular). Tais hibridizações foram fundamentais para aumentar a 
confiabilidade aos dados tanto por meio de comparações diretas quanto indiretas 
entre os estágios. A tabela 3 mostra os resultados para genes diferencialmente 
expressos em Amastigota Extracelular comparado a Metacíclico. Cinqüenta e dois 
genes representados por 74 sondas (pois pode haver mais de uma sonda para o 
mesmo gene) foram mais expressos em Amastigota Extracelular que em 
Metacíclico. Segundo os critérios estabelecidos para classificar a expressão (ver 
materiais e métodos), 7 sondas receberam a classificação “A” , ou seja, foram 3 
vezes mais expressos em Amastigota nas duas amostras biológicas; 31 a 
classificação “B”, foram 3 vezes mais expressos em uma amostra biológica e 2 
vezes mais expressos na outra; e 36 a classificação “C”, foram 2 vezes mais 
expressos nas duas amostras biológicas. Dezessete proteínas hipotéticas e 
hipotéticas conservadas (pois foram encontrados homólogos em organismos 
correlatos, principalmente T. brucei e L. major) foram consideradas mais expressas 
em Amastigota Extracelular  
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Em contrapartida, houve 22 genes representados por 27 sondas menos 
expressos em Amastigotas que em Metacíclicos, sendo que: 2 sondas receberam a 
classificação “-A”; 16 sondas a classificação “-B”; e 9 sondas a classificação ”-C”. 
Além disso, 18 sondas foram consideradas discrepantes, ou seja, em uma amostra 
estava mais expresso em Amastigota, e na outra em Metacíclicos, ou vice-versa. 
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TABELA 3 – GENES DIFERENTEMENTE EXPRESSOS EM AMASTIGOTA EXTRACELULAR QUANDO COMPARADOS COM 
METACÍCLICO  
 continua 
Sonda Classificação Gene Descrição  
IB_MT_05_B07 X 4918.t00002 hypothetical protein, conserved  
MG_ST_09_C03 X 6207.t00017 hypothetical protein, conserved  
TcBc5.01182 X 6411.t00009 hypothetical protein, conserved  
TcBc5.01765 X 6876.t00004 hypothetical protein, conserved  
CTG_1266 X 7027.t00024 hypothetical protein, conserved  
TcBc5.02247 X 7116.t00003 hypothetical protein, conserved  
MG_24H_04_E10 X 7118.t00016 hypothetical protein, conserved  
IB_ST_02_H06 X 7617.t00015 hypothetical protein, conserved  
MG_24H_17_A08 X 7730.t00001 NUP-1 protein, putative  
MG_ST_14_G07 X 7813.t00004 nucleoside transporter 1, putative  
CTG_3500 X 7878.t00002 hypothetical protein, conserved  
CTG_1653 X 8035.t00004 glycosomal membrane protein, putative  
MG_ST_10_H06 X 8035.t00004 glycosomal membrane protein, putative  
MG_ST_05_H05 X 8044.t00005 hypothetical protein, conserved  
MG_EP_09_C01 X 8414.t00002 3-ketoacyl-CoA thiolase, putative  
MG_EP_02_D07 X 8646.t00010 hypothetical protein, conserved  
MG_24H_20_E10 X 8646.t00010 hypothetical protein, conserved  
TcBc5.00005 X 8745.t00001 hypothetical protein, conserved  
CTG_882 C 11788.t00001 alpha tubulin, putative  
CTG_602 B 3262.t00001 3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase, putative  
MG_24H_16_C12 A 4737.t00003 hypothetical protein, conserved  
MG_24H_07_E10 B 4935.t00007 hypothetical protein, conserved  
IB_ST_01_A04 C 4935.t00007 hypothetical protein, conserved  
CTG_2236 A 5346.t00004 hypothetical protein, conserved  
TcBc5.00865 C 5522.t00010 hypothetical protein  
MG_EP_10_B08a B 5666.t00001 fatty acid desaturase, putative  
IB_MT_04_D03 C 5785.t00004 kinetoplast DNA-associated protein, putative  
CTG_253 B 5923.t00004 cytosolic malate dehydrogenase, putative  
MG_EP_02_B07 B 5923.t00004 cytosolic malate dehydrogenase, putative  
MG_24H_14_D10 B 5923.t00004 cytosolic malate dehydrogenase, putative  
CTG_620 C 6090.t00019 prostaglandin F synthase, putative  
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TABELA 3 – GENES DIFERENTEMENTE EXPRESSOS EM AMASTIGOTA EXTRACELULAR QUANDO COMPARADOS COM 
METACÍCLICO  
 continuação 
Sonda Classificação Gene Descrição  
MG_24H_18_A12 C 6207.t00017 hypothetical protein, conserved  
CTG_496 B 6680.t00001 sterol 24-c-methyltransferase, putative  
IB_ST_20_H11 B 6680.t00001 sterol 24-c-methyltransferase, putative  
MG_ST_14_G01 B 6680.t00001 sterol 24-c-methyltransferase, putative  
MG_EP_04_H10 C 6680.t00001 sterol 24-c-methyltransferase, putative  
CTG_1027 C 6793.t00001 amino acid transporter, putative  
CTG_1667 C 6829.t00019 hypothetical protein, conserved  
MG_24H_10_F02 B 6912.t00005 alcohol dehydrogenase, putative  
IB_EP_16_D07 B 6912.t00005 alcohol dehydrogenase, putative  
CTG_586 B 6998.t00004 beta tubulin, putative  
MG_ST_06_G01b B 6998.t00004 beta tubulin, putative  
MG_24H_13_B01 B 7018.t00017 AF208537 | Trypanosoma cruzi retrotransposon L1Tcg62  
MG_ST_16_D07 B 7069.t00002 hypothetical protein, conserved  
CTG_557 C 7078.t00016 protein kinase, putative  
MG_24H_12_G08 B 7175.t00012 ubiquitin hydrolase, putative  
CTG_566 C 7180.t00003 heat shock 70 kDa protein, mitochondrial precursor, putative  
CTG_148 C 7191.t00006 orotidine-5-phosphate decarboxylase/orotate phosphoribosyltransferase, ptv  
TcBc5.03998 C 7417.t00008 nucleolar RNA-binding protein, putative  
CTG_2426 C 7442.t00020 hypothetical protein, conserved  
CTG_3029 C 7667.t00032 AAX70872.1| hypothetical protein, conserved [Trypanosoma brucei]  
CTG_4082 C 7667.t00037 mitochondrial DNA topoisomerase II, putative  
CTG_1987 C 7678.t00018 hypothetical protein, conserved  
CTG_1371 C 7739.t00008 Prostaglandin F2alpha synthase  
CTG_3494 C 7739.t00008 Prostaglandin F2alpha synthase  
MG_24H_18_A03 C 7739.t00008 Prostaglandin F2alpha synthase  
MG_24H_18_B09 C 7916.t00005 hypothetical protein  
CTG_1403 B 7960.t00009 hypothetical protein, conserved  
CTG_1610 B 8001.t00007 thiol-dependent reductase 1, putative  
CTG_1204 B 8038.t00012 peptidase M20/M25/M40, putative  
CTG_4212 C 8069.t00006 RNA-binding protein, putative  
CTG_97 C 8110.t00007 Histone H3, putative  
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TABELA 3 – GENES DIFERENTEMENTE EXPRESSOS EM AMASTIGOTA EXTRACELULAR QUANDO COMPARADOS COM 
METACÍCLICO  
 continuação 
Sonda Classificação Gene Descrição  
MG_ST_15_G08 B 8134.t00010 nucleoside phosphorylase, putative  
CTG_2950 C 8263.t00015 nitrilase, putative  
CTG_1590 B 8263.t00050 zinc carboxypeptidase, putative  
MG_24H_07_E02 B 8369.t00003 hypothetical protein, conserved  
IB_MT_05_E10 C 8455.t00011 ribonuclease, putative  
CTG_3251 A 8493.t00002 vacuolar-type proton translocating pyrophosphatase 1, putative  
CTG_1383 C 8493.t00002 vacuolar-type proton translocating pyrophosphatase 1, putative  
TcBc5.00429 B 8530.t00019 hypothetical protein, conserved  
MG_24H_13_E11 C 8610.t00011 hypothetical protein, conserved  
CTG_1110 B 8610.t00012 pantothenate kinase subunit, putative  
CTG_2713 B 8694.t00004 hypothetical protein  
MG_ST_16_A01 B 8694.t00004 hypothetical protein  
MG_24H_16_D12 B 8694.t00004 hypothetical protein  
MG_ST_06_E06a C 8737.t00027 hypothetical protein, conserved  
MG_EP_06_G01 C 8754.t00002 cystathionine beta-synthase  
CTG_1491 A 8799.t00010 cysteine peptidase C (CPC), putative  
CTG_3976 C 8799.t00010 cysteine peptidase C (CPC), putative  
CTG_4443 B 8810.t00017 NADH-cytochrome B5 reductase, putative  
CTG_518 A NA gp63  
CTG_1190 C NA rRNA  
MG_EP_06_C03 C NA rRNA  
MG_ST_08_B12 C NA rRNA  
CTG_159 A NA rRNA  
MG_ST_09_D11 A NA rRNA  
IB_EP_16_F12 B NA rRNA  
IB_EP_16_D11 B NA rRNA  
IB_EP_16_E02 C NA rRNA  
IB_EP_16_E09 C NA rRNA  
CTG_3990 B NA Unknown  
CTG_1759 C NA Unknown  
MG_24H_16_A03 -B 4770.t00004 glycosyl hydrolase-like protein, putative  
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TABELA 3 – GENES DIFERENTEMENTE EXPRESSOS EM AMASTIGOTA EXTRACELULAR QUANDO COMPARADOS COM 
METACÍCLICO 
 conclusão 
Sonda Classificação Gene Descrição  
CTG_1617 -C 4913.t00016 electron transfer flavoprotein, putative  
CTG_1286 -B 5353.t00009 hypothetical protein, conserved  
MG_ST_15_E12 -B 5408.t00002 hypothetical protein, conserved  
CTG_1923 -B 5595.t00007 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase/rotamase, putative  
MG_24H_16_B12 -B 5595.t00007 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase/rotamase, putative  
MG_24H_03_F08 -A 6705.t00002 hypothetical protein, conserved  
IB_MT_19_B08 -B 7024.t00010 ras-related protein Rab21, putative  
CTG_2912 -A 7031.t00008 hydroxymethylglutaryl-CoA lyase, putative  
IB_MT_14_F09 -C 7031.t00008 hydroxymethylglutaryl-CoA lyase, putative  
MG_24H_07_E12 -C 7427.t00006 hypothetical protein, conserved  
IB_EP_16_G03 -C 7427.t00006 hypothetical protein, conserved  
MG_24H_09_C09 -B 7624.t00011 cysteine protease, putative  
CTG_186 -B 7714.t00007 transporter, putative  
CTG_1042 -C 8096.t00013 hypothetical protein, conserved  
CTG_1473 -C 8148.t00014 hypothetical protein  
TcBc5.02155 -B 8368.t00023 hypothetical protein, conserved  
CTG_978 -C 8433.t00020 hypothetical protein, conserved  
CTG_2694 -C 8445.t00003 GTPase, putative  
CTG_111 -B 8659.t00005 hypothetical protein, conserved  
CTG_1144 -C 8775.t00012 hypothetical protein, conserved  
IB_ST_01_C11 -B NA AAA16806 | cytochrome oxidase subunit II [Trypanosoma cruzi]  
MG_ST_15_A09 -B NA kDNA  
MG_24H_20_B08 -B NA SIRE  
MG_24H_07_B03 -B NA TS  
CTG_643 -B NA TS  
IB_MT_06_A10 -B NA TS  
Legenda: A) Sonda cujo nível de expressão maior que 3 vezes em Amastigota Extracelular em ambas as réplicas biológicas; B) 
Nível de expressão maior que 3 vezes em uma réplica e maior que 2 vezes em outra. C) Nível de expressão maior que 2 vezes 
em ambas as réplicas. -A, -B, -C) Mesma lógica, mas com os níveis de expressão diminuídos em Amastigota Extracelular. X) 
Sonda discrepante, ou seja, a expressão encontra-se aumentada em uma réplica e diminuída em outra, ou vice-versa. 
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Para facilitar a compreensão dos genes diferencialmente expressos, seus 
possíveis envolvimentos em vias bioquímicas ou funções biológicas, foram criadas 
categorias funcionais, onde cada gene foi alocado. São elas: 
Chaperoninas: proteínas de choque térmico, peptidil-prolil cis-trans 
isomerase; 
Citoesqueleto e Movimentação: proteínas associadas a microtúbulos e 
microfilamentos; 
Metabolismo de lipídios: proteínas envolvidas no metabolismo de lipídios; 
Metabolismo: proteínas envolvidas em oxi-redução, metabolismo de 
proteínas e açúcares; 
Proteinases: carbóxi-peptidases, proteínas do complexo ubiquitina-
proteossomo, proteinases de forma geral; 
Proteínas de superfície: trans-sialidases, gp63; 
Proteínas de membrana e Transportadores: proteínas de membrana 
plasmática ou de organelas, transportadores de moléculas localizados na membrana 
plasmática ou membrana de organelas; 
Replicação, Reparo, Transcrição e Processamento de RNA: proteínas 
envolvidas com a replicação e reparo do DNA e kDNA, transcrição de RNA, 
processamento do transcrito primário, proteínas associadas à cromatina, edição de 
RNA, histonas, proteínas ligadoras de RNA, proteínas nucleolares; 
Sinalização: GTPases, proteína-cinases, proteína-fosfatases; 
Tradução e proteínas ribossômicas: proteínas associadas à tradução, 
proteínas ribossômicas 
Proteínas hipotéticas: proteínas assim denominadas pela anotação realizada 
pelo consórcio TIGR/SBRI/Karolinska (TSK), pois não apresentaram homólogas  
Proteínas hipotéticas conservadas: proteínas assim denominadas pelo 
consórcio TSK, pois foram encontradas homólogas em outros organismos, 
principalmente, em T. brucei e L. major. 
 
Na TABELA 4, os genes diferencialmente expressos na comparação entre 
Amastigota Extracelular e Metacíclico foram agrupados conforme função protéica. É 
interessante notar que, dos genes envolvidos em vias de síntese de lipídios, cinco 
encontraram-se com expressão aumentada em amastigota. De maneira semelhante, 
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entre aqueles envolvidos na replicação, reparo, transcrição e processamento, nove 
apresentaram expressão aumentada, e dois, expressão diminuída, reforçando a 
condição metabólica geral mais ativa em Amastigota Extracelular que em 
Metacíclico. Outra observação interessante foi que uma parte considerável dos 
genes (31%) codifica para proteínas hipotéticas, sendo que 14 tiveram a expressão 
aumentada, e nove a expressão diminuída em Amastigota Extracelular.      
 
TABELA 4 – QUANTIDADE DE GENES AUMENTADOS E DIMINUÍDOS EM 
AMASTIGOTA EXTRACELULAR EM RELAÇÃO AO METACÍCLICO, AGRUPADOS 
SEGUNDO SUA FUNÇÃO. 
Função protéica 
Aumentados em 
Amastigota 
Extracelular (%) 
Diminuídos em 
Amastigota 
Extracelular (%) 
Chaperoninas 1 (1,92) 1 (4,54) 
Citoesqueleto e Movimentação 2 (3,84) 0 
Metabolismo de lipídio 5 (9,61) 0 
Metabolismo  5 (9,61) 4 (18,18) 
Proteinases 6 (11,54) 1 (4,54) 
Proteínas de superfície  1 (1,92) 1 (4,54) 
Proteínas de membrana/Transportadores 2 (3,84) 1 (4,54) 
Replicação, Reparo, Transcrição e 
Processamento 9 (17,3) 2 (9,09) 
Sinalização  1 (1,92) 2 (9,09) 
Tradução e Proteínas ribossômicas 1 (1,92) 0 
Proteínas hipotéticas 3 (5,77) 1 (4,54) 
Proteínas hipotéticas conservadas 14 (26,92) 9 (40,9) 
Outras 2 (3,84) 0 
Total 52 22 
 
Em outra análise, todas as formas foram comparadas com Epimastigota a 
fim de selecionar os genes que sofriam modulação maior ou igual a duas vezes em 
ambas as réplicas biológicas de pelo menos uma comparação. A partir dessas, duas 
outras comparações foram feitas as comparações de interesse: Amastigota 
Extracelular contra Metacíclico e Amastigota Extracelular contra Amastigota 
Intracelular. Tais comparações são extremamente importantes, pois no primeiro caso 
se trata do estágio imediatamente anterior ao amastigota, e no segundo, de sua 
contraparte originada dentro da célula hospedeira. É bastante relevante saber quão 
próximos ou distantes são esses estágios, para que o Amastigota Extracelular seja 
mais bem posicionado no ciclo de vida do T. cruzi. O agrupamento hierárquico 
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selecionou 1526 sondas, muitas delas mostrando um padrão de expressão 
consistente nas comparações de interesse (Fig. 16). 
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FIGURA 16 
 
Agrupamento hierárquico de sondas selecionadas através da comparação entre Epimastigotas e 
os demais estágios do T. cruzi. Observa-se o padrão geral de expressão das 1526 sondas 
selecionadas. 
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Devido à consistência de algumas regiões na comparação entre Amastigota 
Extracelular e Amastigota Intracelular revelado pela figura 16, decidiu-se buscar as 
sondas que se apresentavam moduladas em duas ou mais vezes nesta 
comparação. Trezentas e sete sondas foram selecionadas por esse critério (Fig. 17) 
e novamente o comportamento desses genes pôde ser verificado entre as demais 
comparações. 
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FIGURA 17 
continua 
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FIGURA 17 
continuação 
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FIGURA 17 
conclusão 
 
Agrupamento hierárquico de sondas selecionadas através da comparação entre Amastigota 
Extracelular e Amastigota Intracelular do T. cruzi (oriundas das comparações da Fig. 16). Foram 
selecionadas 307 sondas que tiveram a expressão de seus genes modulada em duas ou mais 
vezes (para mais ou para menos), em ambas as réplicas biológicas. As demais comparações 
permitem uma avaliação geral do nível expressão destes genes entre os demais estágios do T. 
cruzi. 
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Para complementar as análises entre as formas amastigotas, um novo 
conjunto de sondas foi selecionado, desta vez buscando os genes que não sofreram 
alteração entre os amastigotas, mas que foram modulados nas demais formas. Para 
tal, foi aplicado o critério de que o valor da diferença entre Amastigota Intracelular e 
Amastigota Extracelular não deveria ser superior a 50% em ambas as réplicas 
biológicas. Foram selecionadas 342 sondas, cujas expressões podem ser verificadas 
também entre os demais estágios (Fig. 18). As tabelas contendo os valores das 
razões de cada sonda selecionada nas figuras 16, 17 e 18 estão disponíveis na 
forma de arquivo digital no CD em anexo. 
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FIGURA 18 
continua 
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FIGURA 18 
continuação 
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FIGURA 18 
continuação 
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FIGURA 18 
conclusão 
 
Agrupamento hierárquico de sondas selecionadas através da comparação entre Amastigota 
Extracelular e Amastigota Intracelular do T. cruzi (oriundas das comparações da Fig. 16). Foram 
selecionadas 342 sondas que tiveram a expressão de seus genes considerada inalterada, em 
ambas as réplicas biológicas. Dentre as sondas da Fig. 16, apenas as que tiveram o valor da 
diferença entre Amastigota Extracelular e Amastigota Intracelular de até 50% foram escolhidas. 
As demais comparações permitem uma avaliação geral do nível expressão destes genes entre os 
demais estágios do T. cruzi. 
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5 DISCUSSÃO 
5.1 A AMASTIGOGÊNESE 
A obtenção das formas amastigotas por meio da amastigogênese 
extracelular consistiu parte importante deste estudo, pois além de proporcionar 
quantidades suficientes de parasitas para a realização de diversos experimentos, 
permitiu também observações do processo de diferenciação. A amastigogênese 
extracelular já havia sido conseguida anteriormente a partir de tripomastigotas 
sangüíneos (Kambara et al., 1990; Tomlinson et al., 1995), onde vários fatores, 
descritos como participantes da diferenciação, atuavam promovendo o estresse 
fisiológico do parasita. Outros trabalhos mostraram a obtenção de amastigotas a 
partir de epimastigotas incubados em meios de cultura muito ricos, que podiam 
conter plasma de galinha, vitaminas, nucleotídeos e soro feral bovino (Pan, 1978; 
Rondinelli et al., 1988). Entretanto, Contreras e colaboradores (2002) foram os 
primeiros a obterem amastigotas extracelulares a partir de tripomastigotas 
metacíclicos, usando o isolado EPm6. Neste trabalho, aplicamos praticamente a 
mesma metodologia ao clone Dm28c e obtivemos grandes quantidades de formas 
amastigotas. 
 As análises morfoestruturais mostraram que os tripomastigotas metacíclicos 
e os amastigotas apresentavam morfologia esperada para esses estágios (Fig. 3, 
5A, 6C). Entre os amastigotas foi possível observar rugosidades bem pronunciadas 
na superfície (Fig. 7D, 8A, 8C), diferentemente da descrição para amastigotas 
obtidos de metacíclicos e tripomastigotas do isolado EPm6, cuja superfície 
apresenta um padrão mais granular e liso, respectivamente (Navarro et al., 2003). 
Células em divisão e detalhes como o curto flagelo foram facilmente observados 
(Fig. 8C), indicando que se tratava de formas amastigotas e não de um possível 
artefato de cultura. Somando-se a isso, a detecção do antígeno Ssp4 (específico 
para amastigotas), trouxe maior confiabilidade de que se tratava realmente deste 
estágio do T. cruzi. 
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As mudanças morfológicas ocorridas durante o processo de diferenciação 
revelaram um padrão ainda não observado em outros experimentos de 
amastigogênese. Até então, tais mudanças ocorridas nos tripomastigotas e 
metacíclicos em diferenciação se resumiam em um aparente aumento de volume de 
uma das extremidades, seguida por um tipo de dobramento em espiral sobre o 
próprio corpo (Navarro et al., 2003). Além disso, diferentes tipos de rastros eram 
deixados pelas células em diferenciação, o que pode estar ligado à expressão e 
perda de antígenos de superfície, relatado por outros autores (Andrews et al., 1987; 
Barros et al., 1996). No presente estudo, a microscopia de varredura mostrou a 
formação de uma estrutura semelhante a um broto que cresce até o tamanho 
aproximado de um amastigota e em seguida se libera da estrutura que o originou de 
uma maneira que se assemelha à constrição citoplasmática sofrida por células em 
divisão (Fig. 7A, 7B, 8A). A microscopia de varredura de alta resolução mostrou que 
em alguns casos, praticamente toda a região do citoplasma do metacíclico foi 
absorvida pelo amastigota nascente, restando apenas os componentes proteicos 
formadores do flagelo do metacíclico (Fig. 7C e 7D). Já em outras células, percebeu-
se que grande parte da estrutura do antigo estágio metacíclico tenha sido 
descartada sob a forma de resto celular (Fig. 8A e 8B).  
 As imagens de microscopia de transmissão sugerem que esteja ocorrendo 
uma migração das organelas para esse broto, já que o interior dos restos de 
metacíclicos se mostra menos eletrondenso (Fig. 9A). Mesmo após alcançar a 
morfologia de amastigota, uma observação mais cuidadosa mostrou que a 
diferenciação não estava completa para todas as células. Algumas ainda 
apresentavam o padrão morfológico do cinetoplasto em cesto, característico de 
metacíclico. Outras já possuíam cinetoplasto em barra, característico de amastigota 
(Fig. 9B), reforçando o que tem sido observado neste estudo de que a diferenciação 
não é um evento sincronizado. Apesar do meio de cultura fornecer os sinais e 
condições necessárias para que as células se transformem, cada uma delas se 
diferencia em seu próprio momento e outras nem chegam a se diferenciar, 
mostrando quão individuais são os requisitos necessários para disparar na célula o 
processo de diferenciação. 
Toda essa reorganização morfoestrutural sugeriu o envolvimento de diversos 
componentes da célula. Elementos do citoesqueleto devem ser fundamentais na 
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formação do broto, migração das organelas e liberação dos amastigotas. As próprias 
organelas aparentemente passaram por uma remodelação interna, como observado 
para as mitocôndrias. O perfil lipídico certamente foi alterado, favorecendo o 
aparecimento das estruturas pleiomórficas durante a amastigogênese e confirmou a 
grande plasticidade da membrana plasmática. Para promover tantas mudanças, 
muitas enzimas devem ter participado ativamente, dentre as quais aquelas 
envolvidas no metabolismo de lipídios, um dos focos deste trabalho. 
5.2 LIPÍDIOS E A AMASTIGOGÊNESE 
As significativas mudanças morfoestruturais sofridas pelo metacíclico até 
sua diferenciação em amastigota possibilitaram sugerir que há diferenças na 
composição lipídica dos dois estágios. Mudanças no perfil de alguns lipídios durante 
a diferenciação foram descritas por Bertello e colaboradores (1996), que registraram 
um aumento nos níveis de ceramida livre em formas amastigotas, se comparadas 
com tripomastigotas. Essa ceramida é um dos principais constituintes da âncora do 
antígeno de superfície Ssp-4, marcador específico de amastigota. Salto e 
colaboradores (2003) também demonstraram que durante a amastigogênese, a 
membrana plasmática do T. cruzi sofre importantes mudanças em componentes 
lipídicos, particularmente no aumento da produção e remodelação de 
inositolfosfoceramida e fosfatidilinositol, por fosfolipases e transferases. O uso do 
inibidor aureobasidina A, que atua na síntese destes compostos em levedura, resulta 
em baixa na diferenciação (também demonstrado por Figueiredo e colaboradores 
(2005)), aumento na quantidade de formas intermediárias e falta na expressão do 
antígeno Ssp-4. 
Com base nestas evidências é que se decidiu investigar o perfil lipídico total 
e de membrana plasmática dos metacíclicos, metacíclicos em diferenciação e 
amastigotas. Também foram incluídos nas análises os estágios epimastigotas em 
fase logarítmica (3 dias) e em fase estacionária de cultura (5 dias). A extração e 
obtenção dos lipídios totais foi relativamente simples e resultou em um perfil 
contendo ácidos graxos, fosfolipídios e esfingolipídios formados pelos principais 
grupos polares (colina, inositol, etanolamina) e com cadeias de ácido graxo variando 
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entre 16 e 18 carbonos, com até duas insaturações. Praticamente todos os lipídios 
identificados encontraram-se relativamente mais abundantes em amastigotas que 
em metacíclicos (Tabela I e II). Entretanto, o mesmo não vale para os metacíclicos 
em diferenciação (Meta-Ama), que apresentaram principalmente maior abundância 
relativa de liso-lipídios (m/z 476, 478, 504, 554, 556, 595, 597 em modo negativo, e 
m/z 526 em modo positivo). Tal fato sugeriu o envolvimento de enzimas como 
fosfolipase A2 (PLA2) durante a diferenciação, que agem clivando a segunda cadeia 
de ácido graxo dos fosfolipídios, originando liso-fosfolipídio e ácido aracdônico. As 
duas moléculas podem desempenhar funções estruturais e sinalizadoras durante a 
amastigogênese, semelhantemente ao que foi descrito para um tipo de fosfolipase C 
de T. cruzi. Tal enzima, localizada na membrana plasmática e específica para 
fosfatidilinositídeos, é ativada durante a transformação de tripomastigota para 
amastigota. Quando sua expressão é manipulada através de inibição ou 
superexpressão, alterações significativas na taxa de amastigogênese são 
observadas (Furuya et al., 2000; Okura et al., 2005). No entanto, é interessante 
mencionar a atividade citotóxica de alguns liso-fosfolipídios contra uma variedade de 
células tumorais. Tal efeito lítico foi verificado nos três estágios do T. cruzi por 
Santa-Rita e colaboradores (2000), além de inibição na diferenciação de 
epimastigotas para tripomastigota e na proliferação de amastigotas localizados no 
interior de células cardíacas. Análises ultra-estruturais indicaram que a membrana 
plasmática é o principal alvo destes liso-fosfolipídios. 
As PLA2 têm sido descritas como participantes em alguns eventos na 
fisiologia do T. cruzi. Adesão à célula hospedeira é um deles, uma vez que parasitas 
tratados com a enzima apresentam adesão aumentada, mas se fosfatidilcolina (que 
é um substrato para PLA2) for acrescentada ao meio, a adesão diminui (Connelly et 
al., 1984). Outro ponto atribuído a PLA2 é o aumento da fluidez da membrana 
plasmática da célula hospedeira e do vacúolo parasitóforo, visando facilitar 
primeiramente a invasão e em seguida o escape para o citoplasma, uma vez que o 
uso de glangliosídeos (inibidores da PLA2) compromete esses eventos (Bronia et al., 
1999). Seguindo esta linha de pensamento, foi levantada a possibilidade da PLA2 
estar envolvida na mudança do perfil lipídico do T. cruzi e de sua membrana 
plasmática, alterando as características de fluidez. Tais mudanças favoreceriam a 
ocorrência do padrão morfológico (até então não descrito) observado durante a 
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amastigogênese, ou seja, o início e desenvolvimento do brotamento, a migração das 
organelas e liberação do amastigota. 
Para verificar as hipóteses acima, além dos lipídios totais seria preciso obter 
amostras purificadas de membrana plasmática para extrair os lipídios e determinar 
seu perfil. Os protocolos disponíveis na literatura para fracionamento celular de 
tripanosomatídeos, baseados em centrifugação diferencial e gradiente de sacarose 
(Pereira et al., 1978; Franco da Silveira e Colli, 1981) foram adaptados e usados, 
porém, sem sucesso. Dificuldades surgiram na etapa de lise dos parasitas, que nos 
protocolos originais era feita na presença de detergente, o que era proibido em 
nosso caso, pois os lipídios eram o alvo do estudo. Também foi difícil conseguir 
quantidade de material suficiente para fazer a extração de lipídios, os testes 
morfoestruturais e ensaios de marcadores enzimáticos para as frações obtidas, a fim 
de verificar a pureza das amostras de interesse. Assim, surgiu a idéia de se usar 
biotina para marcar as proteínas de superfície e após a lise do parasita, usar uma 
coluna de estreptavidina para recuperar essas proteínas contendo amostras de 
lipídios da membrana plasmática. Alguns pontos da técnica precisavam ser 
esclarecidos: não se sabia, por exemplo, se a biotina marcaria a superfície celular 
como um todo, ou se a marcação ficaria sujeita a regiões específicas da membrana. 
Também era desconhecido se haveria marcação de biotina endógena e se o padrão 
de marcação seria o mesmo para os diferentes estágios do T. cruzi. Essas questões 
foram relevantes, pois indicavam se as amostras obtidas seriam boas 
representantes da membrana plasmática. Através de microscopia confocal (Fig. 13) 
ficou claro que a marcação do T. cruzi com a biotina se dava de forma homogênea 
em toda a superfície, que não havia sinal de marcação de biotina endógena no 
parasita e que o padrão de marcação era semelhante para epimastigotas, 
metacíclicos e amastigotas. Ensaios de Western blot confirmaram esse último dado 
e revelaram moléculas cujas massas correspondiam a glicoproteínas de superfície 
(Fig. 15), indicando que a técnica pretendida era viável. 
Essa nova estratégia de purificação foi aplicada aos epimastigotas e mostrou 
ser promissora, à medida que várias espécies lipídicas foram obtidas e identificadas 
tanto nesta amostra de membrana, que representa uma fração dos lipídios totais, 
como na amostra contendo os lipídios totais da célula. Entretanto, a metodologia 
precisa ser aperfeiçoada, especialmente a etapa da lise dos parasitas, que 
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consideramos crucial para a obtenção de amostras que representem o mais 
fielmente possível a membrana plasmática do T. cruzi. 
Além das funções estruturais que os fosfolipídios desempenham na 
membrana plasmática, há também as funções mais ligadas à fisiologia e às vias de 
sinalização celular. Dentre os fosfolipídios, um deles se destaca no desempenho 
destas funções: a fosfatidilserina. Um tema de interesse de nosso grupo é o estudo 
do papel da fosfatidilserina como molécula sinalizadora com importante papel na 
interação com a célula hospedeira. Há pouco tempo, esta molécula foi relacionada 
com a capacidade que alguns protozoários parasitas tem de subverter os sistemas 
de defesa das células hospedeiras. Dentre elas destaca-se a do TGF-β (Reed, 
1999), que é secretado por macrófagos infectados e está envolvido em várias vias 
de escape em diversos patógenos. A exposição de fosfatidilserina pela Leishmania 
amazonensis (de Freitas Balanço et al., 2001; Wanderley et al., 2006), pelo 
Toxoplasma gondii (Seabra et al., 2004) e pelo Trypanosoma cruzi (DaMatta et al., 
2006) é relacionada à secreção de TGF-β por macrófagos infectados, mimetizando 
assim uma célula apoptótica numa resposta antiinflamatória (Fadok et al., 1998). 
DaMatta e colaboradores (2006) demonstraram que dentre os estágios evolutivos do 
T. cruzi, apenas tripomastigotas (provenientes de cultura de célula, do sangue ou de 
metaciclogênese in vitro) expõem fosfatidilserina. Apesar dos amastigotas serem 
considerados infectivos, não foi detectada tal capacidade sugerindo que eles sejam 
menos propícios a escapar das defesas da célula hospedeira (quando comparados 
aos tripomastigotas) ou que eles lancem mão de outros mecanismos para este fim. 
5.3 ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA 
A análise do transcritoma das formas amastigotas permitiu selecionar 
inicialmente 52 genes cuja expressão encontrava-se alterada entre metacíclicos e 
amastigotas (tabela 3). Foi possível agrupar tais genes de acordo com o 
conhecimento que se tem sobre suas funções, o que resultou, nas formas 
metacíclicas, numa esperada diminuição na expressão de genes envolvidos em 
processos metabólicos gerais. O número de genes selecionados nesta primeira 
análise pode parecer pequeno, considerando que se trata de estágios tão distintos 
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do T. cruzi. Entretanto, é válido ressaltar que o critério de seleção usado foi bastante 
rigoroso, reunindo apenas os genes cuja expressão se mostrou pelo menos duas 
vezes mais elevada. Portanto, esse número de genes deve ser bem maior que 52. 
Outro aspecto importante a se ressaltar é o fato de um gene ser classificado 
como diferencialmente expresso, não implica necessariamente em aumento na 
quantidade de sua respectiva proteína, ou na atividade de determinada via biológica, 
dado que o turnover de um transcrito e da proteína por ele codificada pode ser bem 
distinto. De fato, é bem sabido que os tripanosomatídeos sofrem uma preponderante 
regulação pós-transcricional na expressão de seus genes, e uma grande quantidade 
de mRNA nem sempre significa altos níveis de produção de proteína. Assim, outras 
abordagens são necessárias para confirmar e complementar as informações 
fornecidas pelo microarranjo. Alguns dados de expressão diferencial, obtidos com o 
microarranjo de DNA desenvolvido no IBMP, foram validados pela técnica de PCR 
em tempo real, revelando uma boa concordância entre os dois métodos. Tal 
resultado contribuiu para o aumento da confiabilidade dos resultados de 
microarranjo obtidos no IBMP, mas não dispensa o uso de outras ferramentas para 
investigações mais detalhadas. Uma análise proteômica poderia prover importantes 
informações sobre a real diversidade entre as formas amastigotas e as formas 
tripomastigotas metacíclicas.  
Com os gráficos de agrupamento hierárquico contendo dados dos demais 
estágios do T. cruzi (Fig. 17), ficou aparente que alguns grupos de genes tinham sua 
expressão modulada de forma consistente em certos estágios, mas não em outros. 
Como um dos propósitos do trabalho é a comparação entre os estágios amastigota 
extracelular e intracelular, uma análise mais detalhada dos genes modulados entre 
eles foi realizada, mostrando novamente padrões bastante consistentes de 
expressão em ambos os estágios (Fig. 18). Isso indica que os mesmos grupos de 
genes estão tendo sua expressão aumentada ou diminuída nas duas formas 
amastigotas em questão, sugerindo assim que os amastigotas extracelulares de 
cultivo axênico assemelham-se às formas obtidas pela infecção de células em 
cultivo. Para reforçar esta proposição, o agrupamento seguinte, que buscou genes 
não modulados em amastigotas extracelulares e intracelulares, mais uma vez 
selecionou uma quantidade significativa de genes, indicando a similaridade entre as 
duas amostras (Fig. 19). 
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 Esses dados, apesar de preliminares, são relevantes, pois fornecem 
indicativos de que através da amastigogênese extracelular, é possível obter formas 
amastigotas provenientes de tripomastigotas metacíclicos. Do ponto de vista prático 
este resultado é relevante, pois permite o estudo em condições bem controladas de 
um dos eventos mais importantes na infecção pelo T.cruzi que é a etapa de 
transformação de metacíclicos em amastigotas. Alguns aspectos desta diferenciação 
inicial podem ser exclusivos e determinantes para o grande sucesso infectivo do T. 
cruzi. A existência e o bom funcionamento de um sistema axênico, mais controlável, 
de obtenção de amastigotas (que foi a base para este trabalho) podem facilitar a 
compreensão deste momento crucial e determinante para o parasita. 
As informações contidas nos resultados de análise do transcritoma de 
amastigotas extracelulares devem ser mais bem exploradas. Os genes que se 
mostrarem relevantes para o processo de diferenciação precisam ser identificados e 
melhor estudados através do emprego de outras ferramentas de biologia celular e 
molecular. Além de contribuir com conhecimentos de ciência básica, tais estudos 
podem favorecer o surgimento de novos paradigmas relacionados ao controle e 
tratamento da doença de Chagas. 
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6 CONCLUSÃO 
Com os dados produzidos neste estudo, pode-se concluir que: 
 
• A Amastigogênese Extracelular (Contreras et al., 2002) é um método 
viável para se obter, de maneira axênica, quantidades consideráveis 
de formas amastigotas, partindo-se de tripomastigotas metacíclicos; 
•  A diferenciação para amastigota envolve extensas modificações 
morfoestruturais, descritas pela primeira vez ao se usar este sistema. 
Dentre elas podem-se destacar aquelas ocorridas na superfície; 
• As modificações estruturais podem estar relacionadas àquelas 
ocorridas no perfil lipídico do parasita, em que liso-lipídios são 
relativamente mais abundantes durante o processo de diferenciação 
para amastigotas, podendo contribuir em nível estrutural e de 
sinalização celular; 
• É muito possível que fosfolipases do tipo A1 e A2 estejam envolvidas 
na diferenciação e sejam responsáveis pelo aumento na quantidade 
relativa de liso-lipídios presentes nas formas intermediárias; 
• A estratégia de se obter amostras de membrana plasmática do T. 
cruzi através da captura de proteínas integrais e ancoradas, pelo 
método da biotina/avidina, se mostrou promissora, muito mais simples 
e até mesmo econômica que os métodos mais tradicionais, baseados 
em gradientes de densidade; 
• A análise do transcritoma de epimastigota extracelular permite sugerir 
uma considerável proximidade filogenética com amastigota 
intracelular, além de expor alguns genes cujas características e 
funções precisam ser estudadas.  
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7 PERSPECTIVAS 
Este trabalho apresentou diferentes aspectos relacionados à 
amastigogênese induzida em um sistema axênico, a partir de tripomastigotas 
metacíclicos do clone Dm28c. No entanto, resta saber como se comportam outras 
cepas importantes do T. cruzi quando submetidas ao mesmo modelo de 
diferenciação. Assim será possível determinar a abrangência da técnica como 
ferramenta para se estudar este momento importante para o parasita, que reflete 
parte de seu sucesso evolutivo. 
Apesar das mudanças morfoestruturais terem sido bem documentadas, 
análises mais detalhadas dos componentes da célula em intervalos de tempo mais 
reduzidos permitirão averiguar o comportamento de cada um deles durante a 
diferenciação. Isso por si só já abre um vasto campo para investigações. 
A mudança no perfil lipídico total do parasita precisa ser melhor 
caracterizada e os dados aqui apresentados, confirmados, especialmente no que diz 
respeito aos lipídios de membrana plasmática. Entre eles podemos destacar o 
ergosterol, cuja via biossintética tem sido alvo de estudos e desenvolvimento de 
agentes quimioterápicos. Outro ponto a se olhar com interesse é a função 
sinalizadora e não apenas estrutural dos lipídios. Com mais freqüência aparecem 
trabalhos feitos principalmente em T. cruzi, T. brucei e Leishmania direcionados a 
esse tema, mudando, de certa forma, a maneira como os lipídios são encarados. 
Ainda nesta linha, estão as enzimas que orquestram tais mudanças que podem 
representar, junto com os lipídios, pontos importantes para o desenvolvimento de 
novas abordagens de tratamento da doença de Chagas, uma vez que alguns destes 
lipídios e vias metabólicas não estão presentes em mamíferos. 
Os dados de expressão gênica deram uma boa visão da proximidade entre 
amastigotas e demais estágios, além dos genes diferentemente expressos na 
comparação com metacíclicos. Entretanto, esses estudos precisam alcançar o nível 
de expressão de proteínas, a fim de se conhecer melhor a função e os mecanismos 
regulatórios envolvidos na expressão das mesmas. 
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ANEXOS 
ANEXO I 
 
Nome e estrutura dos principais lipídios obtidos em modo negativo. Os 
dados de nome sistemático, abreviatura e estrutura se aplicam ao íon de menor m/z, 
quando houver mais de um. Como a diferença estrutural nestes casos é bem 
pequena (menos uma ou duas ligações duplas) eles foram agrupados por questão 
de conveniência.  
 
m/z: 279/281/283 
Nome Sistemático: 9Z,12Z-octadecadienoic acid 
Abreviatura: C(18:2(9Z,12Z))  
 
m/z: 476/478 
Nome Sistemático: 1-(9Z-hexadecenoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine 
Abreviatura: GPCho(16:1(9Z)/0:0)  
 
O
O
HOH
O O
N
CH3
CH3
P
O-
O
CH3
 
 
m/z: 504 
Nome Sistemático: 1-(9Z,12Z-octadecadienoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine 
Abreviatura: GPCho(18:2(9Z,12Z)/0:0) 
 
 
O
O
HOH
O O
N
CH3
CH3
P
O-
O
CH3
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m/z: 554/556 
Nome Sistemático: 1-(9Z,12Z-octadecadienoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine  
Abreviatura: GPCho(18:2(9Z,12Z)/0:0)  
 
 
O
O
HOH
O O
N+
CH3
CH3
CH3
P
O-
O
CH3
Cl-
 
 
m/z: 595/597 
Nome Sistemático: 1-(11E-octadecenoyl)-sn-glycero-3-phospho-(1'-myo-inositol)  
Abreviatura: GPIns(18:1(11E)/0:0) 
 
 
  
 
 
 
 
 
m/z: 698/700 
Nome Sistemático: 1-(1Z-hexadecenyl)-2-(9Z,12Z-octadecadienoyl)-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine  
Abreviatura: GPEtn(16:0p/18:2(9Z,12Z))  
 
 
O
HO
O O
NH2
P
O-
O
O
CH3
CH3
 
 
 
m/z: 726/728 
Nome Sistemático: 1-(1Z-octadecenyl)-2-(11E-octadecenoyl)-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine  
Abreviatura: GPEtn(18:0p/18:2(9Z,12Z))  
 
 
O
HO
O O
NH2
P
O-
O
O
CH3
CH3
 
 
 
O
O
HOH
O OPO-
O
OH
OH OH
OH
OH
CH3
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m/z: 743 
Nome Sistemático: 1-octadecyl-2-(9Z,12Z-octadecadienoyl)-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-methyl  
Abreviatura: GPEtnMe(18:0e/18:2(9Z,12Z))  
 
O
HO
O O
NH
P
O-
O
O
CH3
CH3
CH3
 
 
 
 
m/z: 756/758 
Nome Sistemático: 1-octadecyl-2-(9Z,12Z-octadecadienoyl)-sn-glycero-3-
phosphocholine  
Abreviatura: GPCho(18:0e/18:2(9Z,12Z))  
 
O
HO
O O
N
CH3
CH3
P
O-
O
O
CH3
CH3
 
 
 
 
m/z: 778/780 
Nome Sistemático: N-(hexadecanoyl)-sphing-4-enine-1-phospho-(1’-myo-inositol)  
Abreviatura: InsPCer(d18:1/16:0)  
  
HNH
O
O
OHH
CH3
CH3 O
P
O-
O
OH
OH OH
OH
OH
 
 
 
m/z: 792 
Nome Sistemático: 1-(9Z-hexadecenoyl)-2-(11E-octadecenoyl)-sn-glycero-3-
phosphocholine  
Abreviatura: GPCho(16:1(9Z)/18:1(11E))  
 
O
O
HO
O O
N+
CH3
CH3
CH3
P
O-
O
O
CH3
CH3
Cl-
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m/z: 806/808 
Nome Sistemático: N-(octadecanoyl)-sphing-4-enine-1-phospho-(1’-myo-inositol) 
Abreviatura: InsPCer(d18:1/18:0)  
 
HNH
O
O
OHH
CH3
CH3 O
P
O-
O
OH
OH OH
OH
OH
 
 
 
 
 
m/z: 819/821 
Nome Sistemático: 1-hexadecyl-2-(9Z,12Z-octadecadienoyl)-sn-glycero-3-phospho-
(1'-myo-inositol)  
Abreviatura: GPIns(16:0e/18:2(9Z,12Z))  
 
 
O
HO
O O
P
O-
O
O
OH
OH OH
OH
OH
CH3
CH3
 
 
 
 
m/z: 861/863 
Nome Sistemático: 1-(9Z,12Z-octadecadienoyl)-2-octadecanoyl-sn-glycero-3-
phospho-(1'-myo-inositol)  
Abreviatura: GPIns(18:2(9Z,12Z)/18:0)  
 
O
O
HO
O OPO-
O
O
OH
OH OH
OH
OH
CH3
CH3
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ANEXO II 
 
Nome e estrutura dos principais lipídios obtidos em modo positivo. 
 
 
m/z: 317 
Nome Sistemático: 9Z-eicosenoic acid 
Abreviatura: C(20:1(9Z)) 
Li+
 
 
 
m/z: 500 
Nome Sistemático: 1-(9Z-hexadecenoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine 
Abreviatura: GPCho(16:1(9Z)/0:0) 
O
O
HOH
O O
N+
CH3
CH3
CH3
P
O
CH3
O- Li+
 
 
m/z: 526 
Nome Sistemático: 1-(9Z,12Z-octadecadienoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine 
Abreviatura: GPCho(18:2(9Z,12Z)/0:0) 
O
O
HOH
O O
N+
CH3
CH3
CH3
P
O
CH3
O-
Li+
 
 
 
 
m/z: 558 
Nome Sistemático: 1-eicosanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
Abreviatura: GPCho(20:0/0:0) 
Li+
O
O
HOH
O O
N+
CH3
CH3
CH3
P
O
CH3 O-
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m/z: 764 
Nome Sistemático: 1-hexadecanoyl-2-(9Z,12Z-octadecadienoyl)-sn-glycero-3-
phosphocholine 
Abreviatura: GPCho(16:0/18:2(9Z,12Z)) 
O
O
HO
O O
N+
CH3
CH3
CH3
P
O
O
CH3
CH3
O-
Li+
 
 
 
 
m/z: 788 
Nome Sistemático: 1,2-di-(9Z,12Z-octadecadienoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine 
Abreviatura: GPCho(18:2(9Z,12Z)/18:2(9Z,12Z)) 
O
O
HO
O O
N+
CH3
CH3
CH3
P
O
O
CH3
CH3
O-
Li+
 
 
